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Todos  los  animales  que  poseen  simetría  bilateral  se  encuentran  definidos  por  dos 
ejes de simetría ortogonales, el eje anteroposterior (A‐P) que corre de la boca al ano y un 
eje perpendicular a este, el eje dorsoventral (D‐V). 
A  pesar  de  la  gran  variedad  de modos  de  desarrollo  embrionario  y  formas  finales 
encontradas  en  los  animales,  las  redes  regulatorias  y  factores  de  transcripción  que  dan 
origen a estos ejes se encuentran muy conservados. De aquí surge una pregunta central, 





de  especies  y  modos  de  desarrollo  embrionario  lo  que  nos  permite  estudiar  de  qué 
manera las redes regulatorias se adaptan a novedades evolutivas y la existencia de varias 
técnicas que permiten testear el funcionamiento de los genes y sus interacciones. 
























of  embryogenesis  that  allows  us  to  study  how  the  regulatory  networks  adapt  to 
evolutionary novelties and the existence of several techniques to test the function of genes 
and their interactions makes of th m  ideal model. e  the
In  this  context  we  have  used  Rhodnius  prolixus  as  a  model  to  study  the 
establishment of the DV axis in an intermediate germ band embryo were it reaches at the 
end of   s its development the  ame shape of the adult. 
We  have  study  the  embryonic  development  of  R.  prolixus  in  detail  to  a  better 
under g h  fstandin  of t e expression patterns of genes studied and their unction. 
Aldow,  we  have  searched  and  annotated  several  genes  involved  in  DV  axis 
formation:  toll,  dorsal,  decapentaplegic,  zerknült,  twist  and  zelda.  We  will  show  the 
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eje perpendicular a este, el eje dorsoventral (D‐V). 
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génica  para  desarrollar  la  estructura  elongada  y  metamérica  que  los  caracteriza.  Esto 
supone  que  las  redes  regulatorias  que  determinan  esos  patrones  se  encontrarían  ya 
presentes en un ancestro común. Esta hipótesis se evidencia en el eje D‐V, donde la vía de 
señalización  chordin/BMP  (Bone  Morphogenetic  Protein)  fue  encontrada  tanto  en 
vertebrados  como  invertebrados,  donde  los  genes  homólogos  se  llaman  short 
gastrulation/decapentaplegic,  (sog/dpp).  La  única  diferencia  en  esta  vía  se  encuentra  en 
que están invertidos, mientras que en vertebrados chordin se expresa dorsalmente y BMP 
ventralmente,  en Drosophila melanogaster  (Diptera)  sog  se  expresa  ventralmente  y  dpp 
dorsalmente (Fig. 1).  
Este hallazgo llevó a la reconsideración de una vieja hipótesis formulada en 1822 por 
el  naturalista  francés  Geoffroy  Sanit‐Hilaire,  quien  observó  que  el  eje  dorsoventral  en 
vertebrados e invertebrados se encontraba invertido, proponiendo que Deuterostomados 
y Protostomados provenían de un ancestro  común y  en algún momento de  la  evolución 
este  eje  se  habría  invertidos  en  los  vertebrados.  Esa  hipótesis  de  Saint‐Hillaire  desafió 
conce o a i i
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pt s est blec dos hasta hace poco y fue desest mada por mucho tiempo. 
Si  bien  esta  hipótesis  resurge  a  partir  de  estudios  moleculares  del  desarrollo 
embrionario  no  contradice  los  aspectos  morfologicos,  sino  que  encuentra  una  base 






estudio  de  los  linajes  celulares  en  estadios  de  desarrollo  tempranos  sugieren  que 
migración y una rotación topológica de los derivados de las micrómeras podrían explicar 













más  probable  es  que  la  vía  chordin/sog‐BMP/dpp  ya  tuviera  lugar  en  Urbilateria  (De 
Robertis,  2008)  y  la  polaridad  habría  cambiado  usando  los  mismos  componentes 
genéticos.  Un  caso  similar  podría  considerarse  el  monofiletismo  de  los  ojos  o 
fotoreceptores en general (Gehring 2005). 
Figura  1.  Aunque  la  red  de  señalización 
chordin/BMP  se  encuentra  conservada,  ha 






















la  búsqueda  de  los  componentes  de  la  vía  (Weinstock  et  al.2006;  Richards  et  al. 
2008; The International Aphid Genomics  Consortium 2010; Werren et al 2010). 
• Varias técnicas que permiten testear el funcionamiento de los genes como el ARNi 
parental  que  nos  permite  entender  la  interacción  entre  los  genes  (Hughes  and 








El  plan  corporal  de  los  insectos  se  encuentra  altamente  conservado,  todos  poseen 
una  cabeza  que  consta  de  6‐7  segmentos,  un  tórax  con  3  segmentos  y  un  abdomen 




En  principio  hasta  el  estadio  de  blastodermo  todos  los  insectos  se  desarrollan  de 






Existen  tres grandes grupos,  los  insectos que poseen un desarrollo embrionario de 
tipo BG larga, los que poseen BG intermedia y los que poseen BG corta. 
En  los  insectos  que  se  desarrollan  a  partir  de  lo  que  se  denomina  BG  larga,  el 
desarrollo  sólo  involucra  procesos  de  subdivisión  del  blastodermo  en  segmentos 
individuales para producir el cuerpo entero, es decir que todos los segmentos del cuerpo 






Por  otro  lado  se  encuentran  los  insectos  que  se  desarrollan  a  partir  de  una  BG 
intermedia o corta, en ambos tipos de desarrollo sólo los segmentos anteriores (la cabeza 
en los de banda corta y cabeza y tórax en intermedia) se especifican durante el estadio de 
blastodermo  (Heming,  2003).  Los  segmentos  posteriores  aparecen  más  tarde  en  la 
embriogénesis  durante  una  segunda  fase  de  crecimiento  de  la  banda  germinal.  Este 
crecimiento se da por  la elongación de  la  región posterior  llamada Zona de Crecimiento 
que a través de divisiones mitóticas y reorganización de las células genera el resto de los 







Fig.  2.  (A)  Banda  germinal  corta 
donde se encuentran especificados los 
primeros  segmentos  de  la  cabeza,  la 
zona de crecimiento, acron y telson, la 
diferencia  con  la  banda  germinal 
intermedia  es  que  en  este  estadio  se 
especifican  todos  los segmentos de  la 
cabeza  y  torax  (B)  Banda  germinal 
larga  donde  desde  un  principio  se 
especifican  todos  los  segmentos  del 
cuerpo con las proporciones que posteriormente presentará la larva. 
Dado  que  las  formas  de  desarrollo  de  BG  corta  e  intermedia  son  conceptualmente 
equivalentes se las suele agrupar y denominar conjuntamente como “corta” y se encuentra 
representada  en  los  órdenes  basales  de  insectos  indicando  que  algunas  formas  de 
desarrollo  de  BG  corta  son  evolutivamente  ancestrales  (Liu  and  Kaufman  2004),  y 
considerándose  el  desarrollo  por  BG  larga  como  una  adaptación  para  una  rápida 
embriogénesis, ya que estos insectos organizan el patrón segmental del cuerpo entero de 
una sola vez. Sin embargo un eco de las dos fases de segmentación de los insectos de BG 
corta  persiste  en  los  de  BG  larga  en  el  patrón  de  expresión  secuencial  de  los  genes 




de  los  segmentos  es  bien  conocida  en  D.  melanogaster,  tiene  lugar  inmediatamente 
















Fig.3. Resumen de  la  jerarquía que controla  la  segmentación 
anteroposterior  en  embriones  de  D.  melanogaster.  A  la 
izquierda  una  representación  esquemática  de  las  clases  de 
genes que especifican el patrón del cuerpo anteroposterior y 
las relaciones regulatorias entre ellos, además dentro de cada 












La  primera  asimetría D‐V  se da durante  la  formación del  oocito  en  las  ovariolas,  a 
partir de la migración del núcleo del oocito rodeado del mensajero de la proteína Gürken 
hacia una posición  cortical  que es  asimétrica  con  respecto  al  eje  corto de  la  cámara del 
huevo. Allí este mensajero es traducido y su proteína juega un rol instructivo señalando a 
las  células  foliculares  somáticas  inmediatamente  próximas  que  asuman  una  identidad 
dorsal  (Shuppbach  y  Roth  1994).  Allí  se  activa  el  homólogo  del  Receptor  del  Factor  de 
Crecimiento Epidermal (EGFR) en D. melanogaster, torpedo,  reprimiendo la expresión de 
pipe  en  las  células  foliculares dorsales,  esta  represión  sólo  se da  en  la  región dorsal del 


























con  la  traslocación de Dorsal, miembro de  la  familia de Factores de Transcripción NFκB 
(Steward, 1987) a los núcleos embrionarios durante el estadio de blastodermo. 
La  activación  de  Toll  lleva  a  la  fosforilación  y  degradación  del  homólogo  de  IkB, 
Cactus  (Cact),  que  en  ausencia  de  señalización  se  une  a  Dorsal  secuestrándolo  en  el 
citoplasma. La fosforilación de Cact permite  la traslocación de Dorsal al núcleo donde se 










dividir  la  proteína  Gastrulation‐deficient  (Gd)  activándola.  Gd  activada  cliva  la  proteína  Snake.  Una  vez 
activada  Snake  cliva  a  la  proteína Easter    que  a  su  vez  activa  a  la  proteína  Spätzle.  Esta  última  se  une  al 





El  establecimiento  del  gradiente  de  Dorsal  es  el  evento  más  importante  en  el 
establecimiento del eje D‐V ya que  la  identidad celular  sobre este eje depende directa o 
indirectamente de la concentración de la proteína Dorsal en el núcleo. Dorsal actúa como 
un  morfógeno  activando  o  reprimiendo  genes  blanco  de  manera  dependiente  de  la 
concentración. Así  diferentes  concentraciones de Dorsal  especifican diferentes dominios 
en el embrión. 
Altos  niveles  de Dorsal  sobre  el  lado  ventral  favorece  la  expresión  de  genes  como 
snail  y  twist  que  indicarán  a  las  células más  ventrales  identidad de mesodermo,  niveles 
más bajos de dorsal se dan lateralmente activando la expresión de genes como rhomboid, 
vein,  ventral  nervous  system  defective,  short  gastrulation  y  brinker  en  lo  que  será  el 





como  decapentaplegic  (dpp)  y  zerknült  (zen)  que  definirán  la  formación  del  ectodermo 
dorsal y la amnioserosa respectivamente. 


















Fig. aster  mostrand  6.  (A)  Corte  transversal  de  un  blastodermo  de  Drosophila melanog o  las  regiones  de 
expresión de los algunos genes zigóticos y los tejidos que se especifican como resultado en cada territorio 
(B) Cascada de señalización desencadenada por el gradiente de Dorsal en D. melanogaster. Si Dorsal entra en 













melanogaster, pero en otros  insectos era escasa  la  información con la que se contaba. Se 
han  llevado  a  cabo  algunos  estudios  en Thermobia  doméstica  (Thysanura),  Schistocerca 
gregaria  (Ortoptera)  y  Oncopeltus  fasciatus  (Hemiptera)  (Hughes  et  al,  2004; 
Kuchenmeister,  et  al,  1999;  Dearden  et  al,  2000;  Panfilio  2006).  Estos  datos  son  el 
resultado  del  clonado  de  algunos  genes  de  la  señalización D‐V;  pero  no  de  la  búsqueda 
sistémica de los miembros de toda la vía. Esto se debe a que sus genomas aún no han sido 
secuenciados.  Hace  unos  pocos  años  con  la  secuenciación  de  los  genomas  de Anopheles 
gambiae  (Diptera) y Tribolium castaneum  (Coleoptera)  se han  llevado a cabo búsquedas 
de  la  vía  D‐V  (Goltsen,  2007  y  Nunes  da  Fonseca  et  al  2008).  Como  es  de  esperase  A. 
gambiae ha mostrado muchas similitudes con D. melanogaster siendo que tienen un modo 
de  desarrollo  embrionario  similar  y  también T.  castaneum,  sin  embargo  en  este  último 
algunas diferencias en  las  redes génicas  regulatorias  llevan a pensar que ha habido una 
divergencia  en  los  linajes  en  cuanto  a  la  conservación  de  la  función  de  los  genes  en  el 





Los  conceptos en  términos embriológicos de  segmentación, polaridad,  gradientes y 
compartimentación  fueron  desarrollados  en  los  trabajos  pioneros  de  Friedrich  Seidel, 
Klaus Sander y Peter Lawrence con insectos hemípteros como Euscelis plebejum, Rhodnius 
prolixus y Oncopeltus fasciatus, los cuales por tratarse de insectos hemimetábolos, al final 
del  desarrollo  embrionario  la  larva  resultante  es  muy  similar  al  individuo  adulto.  R. 
prolixus  ha  sido  un modelo  de  estudios  fisiológicos  y  embriológicos.  El  vasto  cuerpo  de 




Aspectos  tan  importantes en biología como el  concepto de polaridad planar  fueron 
desarrollados por Wigglesworth y continuados por Lawrence en este  tipo de  insecto, en 







Al  inicio  de  este  trabajo  el  genoma  de  R.  prolixus  era  un  proyecto.  Esta  tesis  se 




Teniendo  como  herramienta  el  genoma  ensamblado  de  R.  prolixus,  es  posible  la 
identificación  de  genes  que  establecen  las  redes  regulatorias  que  actúan  durante  el 
desarrollo embrionario de manera sistémica permitiéndonos identificar posibles blancos 






Las  actuales  tecnologías  genómicas  están  conduciendo  a  la  completa  caracterización  de 
muchos  procesos  comunes  a  diversos  organismos.  Por  ejemplo,  las  tecnologías  de 
genómica funcional, como la secuenciación de genotecas normalizadas y sustractivas, así 
como  la  de microarrays  de  DNA  ofrecen  la  posibilidad  de  registrar  simultáneamente  el 
nivel  de  expresión  de miles  de  genes,  sea  en  respuesta  a  estímulos  específicos,  o  en  el 






























se  presentan  en  la  sección  de  resultados  sino  como  protocolo  final.  De  aquí  en más  se 
considera esta metodología como la base para futuros estudios en R. prolixus.  
Como  consecuencia  del  desarrollo  de  estas metodologías  se  pudo  realizar  el  análisis 
funcional de varios sistemas regulatorios. 
























R. prolixus  es  un  hemíptero  hematófago  por  lo  que  se  utiliza  para  su  alimentación 
aves  de  corral  (gallinas)  las  cuales  son  inmovilizadas  en  cajas  de madera,  y  se  quita  el 






















estas  tiras  no  solo  proveen  un  ambiente  similar  al  que  habitan  naturalmente  sino  que 







I y II q u  ue debido a s  pequeño tamaño son difíciles de diferenciar y manipular. 
Una  vez  que  han  sido  separados  se  los  deja  15  días  para  alimentar,  si  se  han 
alimentado bien no necesitan de otra ingesta para mudar al siguiente estadio. Si este es el 
caso d o n eemoran apr ximadame te 15 días  n pasar de un estadio a otro. 
La  cantidad  de  adultos  por  frasco  tiene  que  estar  en  lo  posible  equilibrado  entre 
mach bos y hem ras.  

















desarrollo  tempranos  los  embriones  son  translúcidos  o  ligeramente  blanquecinos  y  a 
medida que el desarrollo continúa toman una coloración rojiza.  
Este  procedimiento  puede  llevarse  a  cabo  tanto  en  etanol  (ETOH)  o  4% 
paraformaldehído (PFA). En ETOH la remoción del vitelo es más fácil pero los embriones 







vitelo  para  mantener  la  forma  original  del  huevo  en  la  decorionación.  Esto  se  logró  a 
través de dos técnicas diferentes dependiendo del protocolo a seguir. 
Para  el  screening  embrionario  fue  necesario  detener  el  desarrollo  en  nitrógeno 
líquido y luego calentado a 60oC durante toda la noche. Con el incremento de temperatura 
la  membrana  vitelina  se  separa  del  corion  permitiendo  la  remoción  del  mismo 
manteniendo la  integridad del huevo y finalmente teñido con el colorante de ADN, DAPI. 
En el caso de  los blastodermos utilizados para  la hibridación  in situ el congelamiento en 
nitrógeno líquido afectaba la tinción con digoxigenina por lo que los embriones utilizados 
para este protocolo  fueron calentados directamente a 60oC durante  toda  la noche (calor 
seco). 
Las  ovariolas  fueron  colectadas  a  partir  de  hembras  alimentadas  y  en  estado 





En  una  primera  instancia  se  utilizo  la  base  de  datos  de  trazas  del  genoma 
secuenciado  de  R.  prolixus  disponible  para  miembros  del  consorcio  de  secuenciación. 
Sobre esta base de datos se realizó la búsqueda de genes del desarrollo en las trazas del 
genoma aún no ensamblado, utilizando un algoritmo desarrollado por el Dr. Luis Diambra 
en  el  Laboratorio  de  Biología  de  Sistemas  del  CREG,  el  cual  nos  permitió  buscar 
fragmentos de secuencias de proteínas muy conservadas, asignándoles un puntaje. De esta 




decapentaplegic,  twist,  zerkült  y  zelda  sobre  las  que  se  sintetizaron  primers  específicos 
para amplificación, síntesis de sondas para hibridación in situ e interferencia de los genes 
dorsa l y l, tol dpp. 
Una  vez  terminado  el  secuenciado  y  ensamblado  del  genoma  de  R.  prolixus 
(www.vectorbase.org)  se  buscaron  las  secuencias  completas  de  los  genes  de  interés  a 
partir  de  dominios  muy  conservados  en  los  supercontigs  de  dicho  genoma 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/genom_table.cgi?organism=euk).  Para  confirmar  la 






proteicos  en  la  secuencia  utilizando  el  programa  ScanProsite 
(http://prosite.expasy.org/scanprosite/.  El  conjunto  de  éstos  análisis  nos  permitió 





Para  la  síntesis de ADNc se  recolectaron huevos  tempranos, no más de 5 días post 




centrifugó  por  5  minutos  a  temperatura  ambiente  para  remover  restos  grandes  y  se 
transfirió el sobrenadante a un nuevo tubo. Éste se colocó en hielo y se agregó un volumen 










de  LiCl  12  M  y  se  enfrió  la  solución  a  ‐20  oC  por  30  minutos.  Se  centrifugó  a  máxima 
velocidad por 15 minutos  a  temperatura  ambiente,  se  lavó  el  precipitado  con 0.5 ml de 
etano al 80% y se lo dejó secar. Finalmente se disolvió en agu  bidestilada estéril. 











































Con  la  identificación  bioinformática  de  las  secuencias  de  algunos  de  los  genes  de 
interés  se  sintetizaron primers  específicos  para  cada  una  de  las  secuencias  en  regiones 
altamente conservadas para cada uno y adicionalmente se sintetizó un par de cada uno de 








































de  esta  manera  la  mejor  temperatura  de  amplificación  para  cada  par  de  primers.  El 













T7 y d   7e 58,4⁰C para los primers sin T . 
Todas  las  reacciones  de  PCR  se  llevaron  a  cabo  con  la  enzima  Taq  T‐Plus  DNA 
Polimerasa  (Inbio‐Highway,  Tandil),  con  excepción  del  fragmento  de  toll  el  cual  se 








característica  distintiva  de  este  vector  es  que  se  comercializa  predigerido  y  posee  en  el 
extremo 3´una “T” libre, esto favorece la disminución del ruido producto de la religación 
del vector. A su vez requiere que el inserto a ligar haya sido amplificado con la enzima Taq 




Para  favorecer  la  incorporación  de  inserto  por  el  vector  La  relación  molar  entre 
















vector.  Para  esto  se  utilizaron  bacterias  competentes  químicas E.  coli  de  las  cepas  XL1‐
Blue  y  DH5α.  Se  sembró  100  µl  de  cultivo  transformado  en  placas  de  LB‐agar  con 
Ampicilina (50µg/ml) a  las que se  les agregó previamente 10µl de  IPTG y 20µl de X‐Gal, 
para  el  sistema  de  detección  blanco‐azul  y  se mantuvo  las  placas  en  estufa  a  37⁰C.  Los 
clones  positivos  se  cultivaron  en  medio  LB  líquido,  se  chequearon  por  digestión  con 









Para  la  síntesis  de  las  sondas  se  puede  partir  de  una  PCR  o  de  un  plásmido  que 
con    manera: tenga la secuencia de interés, en cada caso se procede de la siguiente
• De PCR:  hacer  una PCR  (5’RACE)  usando  adaptador T7  sólo  en  el primer  reverse  (T7 








 Re cc na ió : 
 1) dH20 c.s.p. 10µl  …. 
 2) 10x buffer de transcripción  1µl 
  3) NTP labeling mix para RNA 1µl 
 4) Inhibidor de RNAsa (20U)  1µl  (mezclar) 
  (0,5‐1µg)  [0,25 a 0,5µg/µl] 5) Molde de DNA linearizado ….  lo mejor es 
 1µl  (mezclar) 6) T7 RNApol (20 unidades) 
 7) Centrifugar, incubar 2hs a 37⁰C   
 frizando o proseguir inmediatamente8) detener   
9) agregar  dH15µl  20 
  25µl  2x  buffer  carbonato  (ver 
soluciones) 
      Incubar a 70⁰C por 30’ 



































de  iniciar  esta  tesis  un  método  validado  para  el  análisis  por  ARNi  de  fenotipos  en  R. 
prolixus. Es por ello que se estableció un protocolo de ARNi parental. 
El  protocolo  utilizado  se  basó  en  el  Boeringer  Genius  Kit  y  algunas  de  las 
modificaciones se basaron en Liu y Kaufman (2004).  























8.­  aspirar  tanto  Hybe  como  sea  posible,  agregar  sonda  (~1µl)  diluida  en  ~30µl  Hybe. 
Hibridar 36hs. a 60⁰C.  
9.­  agregar  500µl  de Hybe‐B  (a  temperatura  ambiente). Mantener  a  60⁰C  hasta  que  los 






























[Estos  embriones  no  se  clarifican  con Histoclear  porque  son bastante  transparentes. 
Montar directamente] 








Para el armado de  los primers  se puede utilizar  cualquier porción del gen que esté 
inclui e Ada  n el  RNm maduro 































Programa PCR          
satge 1  1 ciclo  94˚C  5' 
stage 2  30 ciclos  94˚C  30'' 
    66˚C  30" 
    72˚C  1' 
stage3  1 ciclo  72˚C  5' 








































?    10X Buffer (transcriptasa)           5μl
? 10mM rATP                             5μl 
? 10mM rCTP                                5μl 
?         10mM rGTP                                                    5μl 

























Es  importante  en  todos  los  pasos mantener  la  esterilidad  y  limpieza  de  todos  los 
elementos  
En este  caso  se disolvió  en 12 μl de  agua bidestilada estéril,  de  los  cuales 10 μl  se 






Las hembras  inyectadas  fueron  luego reunidas con machos y 2 a 3 días  luego de  la 
inyección fueron alimentadas para inducir la oogénesis. Se permitió el completo desarrollo 
de los l á l i huevos para e  an lisis morfo ógico de los fenot pos 







tomadas  con  un  microscopio  de  fluorescencia  Leica  (Leica  DM  1000)  utilizando  una 





















basó  en  los  procesos  que  llevan  al  patronamiento  anteroposterior,  mientras  que  en  el 




El  desarrollo  embrionario  de R.  prolixus  fue  descripto  por  primera  vez  por  Hellen 
Mellanby (1934‐1935) y posteriormente revisado por Kelly y Huebner (1989). El tiempo 
en que  el  embrión de R. prolixus  completa  su desarrollo depende de  la  temperatura del 
ambiente, de esta forma las condiciones utilizadas por Mellanby favorecían un desarrollo 
embrionario  lento,  mientras  que  Huebner  utilizó  condiciones  de  cultivo  similares  a  las 
utilizadas  en  el  presente  estudio  acelerando  los  tiempo  de  desarrollo,  con  lo  cual  la 
eclosión demora unos 14‐15 días post oviposición. Aun así la comparación de los tiempos 
de  desarrollo  de  este  trabajo  con  los  estudios  previos  muestran  una  gran  similitud, 
fundamentalmente en el desarrollo temprano. 
Los  trabajos  de  Mellanby  y  Huebner  fueron  descripciones  morfológicas  estáticas 
insuficientes  para  el  estudio  de  patrones  de  expresión  como  los  aquí  descriptos,  por  lo 
tanto se efectuó una completa redescripción de la embriogénesis para las condiciones y los 
objet pivos de trabajo de la  resente tesis. 
A  continuación  se  detallarán  los  principales  eventos  que  ocurren  durante  el 





R. prolixus  posee dos ovarios que están constituidos  su vez por  siete ovariolas que 
desembocan en un cáliz. Cada ovariola contiene oocitos en distintas fases de desarrollo. 
Estas  ovariolas  son  de  tipo  telotróficas,  en  donde  las  divisiones  de  la  oogonia  son 
incompletas generando clones de cistocistos interconectados de los cuales muchos darán 
origen a oocitos. 
Los  oocitos  primarios  se mueven  hacia  el  inicio  del  vitelario,  dejando  detrás  en  el 
germario a las células nutricias que formarán una estructura trófica denominada trofario. 







Fig.8.  (A)  Esquema  de  un  ovario,  cada  ovario  está 
constituido  por  siete  ovariolas  que  desembocan  en  el 
cáliz.  (B)  Esquema  de  una  ovariola  telotrófica.  (C) 






Las  asimetrías  en el  eje D‐V  se  encuentran presentes desde muy  temprano  incluso 

















Luego  de  la  fecundación  las  primeras  divisiones  nucleares  ocurren  durante  las 
primeras  12  horas  post  oviposición  (hpo)  (Fig.10A)  momento  en  que  los  núcleos 
comienzan a migrar hacia la superficie (Fig. 10B). Usando microscopía de fluorescencia no 
se  observan  las  primeras  divisiones  pero  se  deducen  de  la  ausencia  de  núcleos  en  la 
superficie. El huevo es aún un sincicio donde los núcleos se encuentran rodeados por una 
masa  de  citoplasma.  El  citoplasma  se  intercala  entre  las  esferas  de  vitelo  formando  un 
continuo. 
Una  vez  que  los  núcleos  llegaron  a  la  periferia  continúan  dividiéndose 
tangencialmente (24 hpo) cubriendo toda la superficie del huevo. La actividad mitótica se 
da en forma asincrónica desde el polo anterior al posterior (Fig. 10 C y D). 
Tras  varios  ciclos  de  división  las  membranas  plasmáticas  se  forman  alrededor  de 
cada núcleo  formando una  simple  lámina de  células  blastodermales  dando  así  origen  al 
blastodermo  celular.  La  diferenciación  del  blastodermo  embrionario  comienza  sobre  el 
lado  ventral  y  lateral  del  huevo.  En  este  momento  es  que  se  manifiesta  una  asimetría 
dorsoventral embrionaria. 
Entre  el  primero  y  seundo  día  dos  poblaciones  diferentes  de  células  somáticas  se 
vuelven  distinguibles  (Fig.10  E  y  H).  Por  un  lado  células  con  núcleos  relativamente 
pequeños, que comienzan a condensarse sobre la superficie ventral, lateral y posterior del 




masa  de  vitelo  son  células  más  grandes  pero  menos  numerosas  que  las  anteriores  y 





A  continuación,  la  anatrepsis,  también  referida  como  gastrulación  en  un  sentido 
amplio (gastrulación y anatrepsis pueden ser coincidentes o no según cada especie ya que 
la  formación  del  mesodermo  puede  darse  simultáneamente,  antes  o  después  de  la 
anatrepsis,  ver  Panfilio,  2008),  la  primer  fase  de  la  blastokinesis  (característica  de  los 
insectos  exopterigotas  en  los  que  los  huevos  tienen  mucho  vitelo)  comienza  con  la 
invaginación  de  las  células  del  rudimento  embrionario  por  debajo  de  las  células  de  la 








El  extremo  cefálico  permanece  en  la  superficie  brevemente  y  luego  se  sumerge  y 
pliega  ventralmente, mostrando otro momento  en que  la  asimetría D‐V  es  clave para  la 
formación  del  embrión.  El  resto  del  cuerpo  permanece  cercano  al  lado  dorsal.  De  esta 
manera  el  embrión  se  encuentra  invertido  respecto  de  los  ejes  del  huevo,  en  posición 











Fig.  12.  Posición  del  embrión 
con  respecto  al  huevo  al  final 
de  la  elongación  de  la  banda 
germinal.  La  flecha  blanca 
muestra  la  posición  de  la 
cabeza  que  se  encuentra  con 
respecto al huevo posterior y a 
su  vez  la  superficie  ventral  de 
la misma es además anterior. Negro: orientación del huevo. Rojo: orientación del embrión 
La región invaginada se elonga hacia el polo anterior del huevo adquiriendo forma de 
tubo y  se adelgaza. El mesodermo se  forma por  invaginación y crecimiento adicional. El 
endodermo se forma a partir de dos áreas una anterior y otra posterior. La primera cerca 
de la  e  flexión cefálica y la otra cerca del extr mo terminal del embrión. 
A  las  60  hpo  en  el  embrión  se  han  diferenciado  tres  regiones:  cefálica,  torácica  y 
abdominal;  ésta  última  sin  segmentación  visible  (Fig.  11  E‐H).  En  la  cabeza  el  labro 
aparece como un par de apéndices, los lóbulos cefálicos se encuentran desarrollados y los 
apéndices  del  segmento  antenal  aparecen  desde  el  margen  posterior  (Fig.  11  I).  Los 
apéndices  torácicos  y  de  la  boca  en  este  estadio  son  protuberancias  que  emergen  de  la 
pared del cuerpo y poco a poco se elongarán sobre la superficie ventral de embrión (Fig. 
11 E‐K). 
Hacia  las  72hpo  el  embrión  alcanza  su  longitud  máxima.  Los  apéndices  se  han 
elongado y  la anatrepsis se ha completado. Una pigmentación rojiza  (consecuencia de  la 
acumulación  de  hemo  proteínas,  P.  Oliveira,  comunicación  personal)  aparece  en  el 
ectodermo  de  la  cabeza,  los  segmentos  torácicos  y  los  primeros  abdominales  son 
claramente distinguibles. Posteriormente el  embrión  se acorta y ensancha,  en particular 
en la región abdominal.  
Transcurridas 96 hpo el embrión continúa acortándose y se ensancha, los apéndices 
se  encuentran  claramente  diferenciados,  el  labro  permanece  separado,  las  antenas  son 
prominentes, en la boca las mandíbulas son más pequeñas que las maxilas. Los apéndices 
torácicos son más largos que los cefálicos. El abdomen posee ahora 8 segmentos.  
Durante  las  próximas 36hs  el  embrión  continúa  acortándose,  la  cabeza permanece 
posicionada hacia el polo posterior del huevo. El labro se ha fusionado y el abdomen tiene 
ahora  10  segmentos  y  una  región  terminal  no  segmentada.  La  pigmentación  rojiza  del 
ectodermo se ha extendido y aparece en bandas a lo largo de los límites intersegmentales 
de cada uno de apéndices torácicos.  
Para  las 144 hpo (día 6) comienza  la katatrepsis o segunda fase de  la blastokinesis 
afectando ambos ejes. El embrión se mueve 180⁰ en el eje transverso llevando un curso en 







ventralmente;  las  mandíbulas  se  invaginan  dentro  de  los  pliegues  formados  por  las 
maxilas.  El  segundo par de maxilas  se unen  en  su  línea media para  formar  el  labio.  Los 
laterales del embrión se extienden hacia el lado dorsal rodeando al vitelo. Hacia el día 8 el 
cierre  dorsal  se  ha  completado  quedando  el  vitelo  remanente  completamente 
internalizado.  Entre  los  días  8  al  14  post  oviposición  hay  pocos  cambios  externos  e 
internamente la organogénesis continúa. Debido que los procesos embrionarios que hacen 
a  este  trabajo  son  los  que  ocurren  durante  el  desarrollo  temprano  de  R.  prolixus,  los 
eventos de la organogénesis no serán descriptos aquí. 
En  la  tabla  1  se  resumen  los  principales  eventos  que  tienen  lugar  durante  el 























Finalización  de  la  anatrepsis.  Hay  segmentación  torácica  y 






Fusión  del  labro.  Abdomen  con  10  segmentos  mas  una  región 
terminal no segmentada  ₋ 
144 hpo 





Extensión  ventral  y  posterior  del  labro.  Las  mandíbulas  se 
invaginan en  los pliegues  formados por  las maxilas y el 2⁰ par de 









                                                                                                                                                                   
Fig. 10. Desarrollo temprano de Rhodnius prolixus. Tinción  ear fluorescente con DAPI 
Abajo es anterior; AEL₌hpo; DV vista dorsal; VV vista ventral. (A­H) Estadios blastodermales, (I­N) y (Q­S) 
Formación  de  la  BG  temprana,  (O­P)  gastrulación.  (A)  De  0  a  12  hpo  los  núcleos  no  son  visibles  en  la 
superficie  por  lo  que  en  estos  estadios  tempranos  no  pueden  ser  determinados  por  tinción  nuclear 
fluorescente. (B) 12‐18 hpo los núcleos alcanzan la superficie y las divisiones mitóticas se continúan en olas 
sincrónicas  desde  el  extremo  anterior  al  posterior.  (C)  Extremo  anterior  con  cromosomas  en  anafase  y 
algunos en telofase, (D) porción media del huevo con cromosomas en metafase. (E­F) Se forman dos tipos 
celulares  distintos  unos  con  núcleos  pequeños  y  otros  con  núcleos  grandes,  (G­H)  detalle  de  E  y  F 
respectivamente.(L­N)  Las  células  con  núcleos  pequeños  se  condensan  sobre  el  lado  ventral,  lateral  y 
posterior  del  huevo.  (I­K)  Sobre  el  extremos  posterior  del  huevo  y  dorsalmente  las  células  de  núcleos 
pequeños se forman un pliegue y se invaginan en el vitelo (Q­S) Detalle de la formación del pliegue e inicio 
de la invaginación. (O) Gastrulación (P) Detalle de O 











(A­J) Abajo  es  anterior  salvo  L  donde  el  extremo  anterior  del  huevo  está  hacia  arriba.  Formación  y 
elongación de la BG. (A) Vista dorsal del huevo. El pliegue formado por las células de núcleos pequeños se 
invagina en el vitelo en dirección al extremo anterior del huevo y forman el primordio germinal, (A1) Detalle 
de  A.  (B)  Continúa  la  elongación  formando  la  BG  temprana.  (B1)  Detalle  de  B.  (C) Detalle  del  extremo 
posterior de una BG en elongación, obsérvese el cúmulo de células en el extremo posterior formando la zona 




con  todos  sus  apéndices  en  desarrollo.  La  segmentación  abdominal  aún  no  es  aparente.    (H)  BG 
completamente  formada  (H1)  vista  ventral  de H  (H2)  vista dorsal  de H.  (I)  Cabeza  (I1)  vista  ventral  del 
embrión mostrándolos  lóbulos  cefálicos,  antenas  y  el  bulto  central  corresponde  al  estomodeo,  (I2)  vista 
dorsal  del  embrión  mostrando  los  apéndices  cefálicos,  la  segmentación  cefálica  es  evidente.  (J1)  Los 
apéndices  se  elongan  hacia  el  lado  medio  ventral  (J2)  la  BG  se  retrae,  (J3­4)  vista  ventral  del  embrión 
mostrando los lóbulos cefálicos plegados. (K) La BG se ha retraído concluyendo la fase de la anatrepsis. (L) 
La  katatrepsis  se  ha  completado,  ahora  los  ejes A‐P  y D‐V  del  embrión  y  el  huevo  son  coincidentes.   An: 










métodos) que nos permite buscar  en del  archivo de  trazas  secuencias muy  conservadas 









de  desarrollo  del  insecto  se  encontraran  representados  de  forma  aproximadamente 
equivalente. 










larvales  y  huevos  con  primers  degenerados.  Se  realizó  una  reacción  de  PCR  en  las 
condiciones establecidas para cada par de primers  y  se analizó el  resultado de  la misma 
por electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio. Los fragmentos obtenidos se 
eluyeron del gel utilizando el kit de Qiagen (QIA quick gel extraction  kit (250) QIAGEN), se 
midió  la  concentración de producto obtenido en espectrofotómetro y  se clonó en vector 
pGEMT‐EASY.  Se  transformaron  bacterias  competentes  XL1blue  y  DH5α.  El  resultado 
mostró que  las secuencias de dichos fragmentos no correspondían a  los genes buscados. 
En el caso de los genes dorsoventrales esta búsqueda no arrojó resultados positivos. 





obtener  las  secuencias  completas.  Solo  se pudo  amplificar  completamente  el  extremo 3’ 
del gen dorsal, este gen ha sido  identificado durante el desarrollo de esta  tesis de  forma 
independiente por  el  laboratorio del Dr. Carl  Lowemberger  en  la búsqueda de genes de 
inmunidad  innata  (C.  Lowemberger,  comunicación  personal  y  Bedoya  et  al,  2009);  con 






Se  tomaron  aquellas  trazas  que  mostraron  la  mayor  similitud  con  la  secuencia 
requerida y los que poseían un mayor valor o puntaje. Con todas estas trazas se construyó 
un  contig  y  su  alineamiento  para  obtener  un  fragmento  lo  suficientemente  grande  e 
identificar regiones conservadas. Una vez que se tuvo el fragmento consenso se utilizó el 
algoritmo blastx en la base de datos de la NCBI para ver si se trataba efectivamente de la 
proteína  buscada.  Esta  metodología  permitió  encontrar  trazas  correspondientes  a  los 
genes dorsoventrales: dorsal (dl),  twist (twi),  toll, decapentaplegic  (dpp), zerknült  (zen) y 
zelda  (zld)  que  si  bien  no  está  implicado  exclusivamente  en  el  establecimiento  del  eje 
dorsoventral  tiene  un  papel  clave  en  la  activación  y  expresión  de  algunos  de  los  genes 
arriba mencionados.  
En  algunos  casos  con  la  búsqueda  bioinformática  se  pudo  extender  la  secuencia 
encontrada a través del programa DNA baser que permite hacer un ensamblado de contigs 
partiendo de  las  trazas encontradas y de esta  forma obtener secuencias  lo más extensas 
posibles. Una vez obtenidos estos fragmentos de genes se diseñaron primers específicos en 
las regiones más conservadas y se procedió a hacer una PCR utilizando como molde ADNc 
obtenido  de  huevos  tempranos  (en  su  mayoría  hasta  3  días  post  puesta),  ya  que  las 
búsquedas anteriores en ADNc de  todos  los estadios no arrojaron resultados y sabiendo 
que estos genes se expresan en  forma más abundante durante el desarrollo  temprano y 
luego  su  expresión  decae  considerablemente  (Steward  1987).  Este  ADNc  se  sintetizo 
utiliz dan o el Gene Racer Kit  (Invitrogen). 
A  partir  de  las  secuencias  encontradas  in  sílico  se  eligieron  para  trabajar  las 











































proteínas  REL,  caracterizadas  por  una  región  amino  terminal  de  300  aminoácidos 
altamente  conservada  que  contiene  el  dominio  de  homología  REL  requerido  para  la 
formación de dímeros, unión al ADN, translocación nuclear y unión inhibidora. 
Las proteínas REL son expresadas constitutivamente y se encuentran presentes en el 
citoplasma como zimógenos  inactivos unidos a  la proteína  inhibidora kβ que bloquea  la 
secuencia de señalización nuclear. Una vez removida la proteína kβ, REL es translocado al 
núcleo  donde  dimeriza  y  activa  la  transcripción  de  sus  genes  blanco  (Engstrom  et  al., 
1993). 
Los miembros  de  esta  familia  de proteínas    (REL/NF‐kβ)  se  encuentran  altamente 
conservados, en los insectos el primer miembro de esta familia, Dorsal, fue descripto en D. 
melanogaster  (Steward,  1987)  y  se  encuentra  involucrado  tanto  en  la  regulación  del 
desarrollo del eje dorso‐ventral del embrión como en la regulación de genes que actúan en 
la respuesta inmune innata.  
Durante  el  desarrollo  embrionario  las  distintas  concentraciones  de  Dorsal  en  el 
núcleo  especifican distintos destinos de  la  célula  y de  esta manera  le  da  identidad  a  las 
diferentes regiones del embrión en el eje dorso ventral. 
En R. prolixus  se han encontrado  tres  transcriptos distintos de dorsal: 1A, 1B y 1C. 
Las  tres  son muy similares diferenciándose únicamente en el  extremo 5’  en  cuanto a  su 
longitud. 
Mientras  Dorsal  1A  se  encuentra  presente  en  bajo  nivel  tanto  en  tejidos 
embrionarios  como  en  tejidos  adultos  tales  como glándulas  salivales,  cardia,  intestino  y 
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cuerpo  graso;  Dorsal  1B  y  1C  se  expresan  en  altos  niveles  durante  el  desarrollo 
embrionario sugiriendo un rol en el desarrollo (Bedoya et al, 2009).  





la  unión  al  ADN.  Este  dominio  posee  varios  sitios  de  unión  para  la  proteína  Ankyrina 
(ANK) a los que se unen proteínas inhibidoras impidiendo el ingreso de Dorsal al núcleo  
(Stoven et al., 2000).  
Una  vez  clivado  el  inhibidor  una  señal  de  localización  de  19  aminoácidos  ricos  en 





Por  búsqueda  bioinformática  encontramos  que  la  secuencia  de  dorsal  1B  se 
encuentra distribuída en 4  contigs distintos, 17912.44‐17912.43‐11477.1‐17912.42,  aún 
así faltan 33 aminoácidos entre los contigs 17912.43‐11477.1 los cuales no pudieron ser 










1     CCAAACCCCTATCTAGTTCTCATTACTCGATACAATCTTCTCTACCCAAAAATAGCGTCCACAATTCTTC  
71    TCTTTTTCAATTATTTACATTTTATATTTTTAAATAAATATTTGTTGATATTTTATTTTAAAAAATAACT  
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
28981 GATGTTCAGTTAATCCTGAGATGTGTTTTACATTCTGAAGGAGTACTGCTTCTAGAATTTGAAAGAGAGG  
29051 GAACAAACCAACGTTTTTTCGTTTTTTGAAGATGTACCTTTGAATTCCTAGTCTAAGGTGCAGGTTATAA  
29121 ACCTACTTTTTGGTCTTATTGGATTAAAAAAAAGCAAAATGATCTTAGGAATGTGCAAATTGATTTGTAT  
29191 TTTTTAAGAAATAAGAGATCCTTTCAATGTATGTTTCCTTTTTGCTTGGACACCACTTACGCTTTAAGTT  
29261 AACATTATAAAAAACAGGGTCCATGTTTATAAACATAATTGCTTTTTAAACGTTTTTTTGGTAAAACTGC  
29331 AAAATGGTTTTTGATTTTCTATTGTGTTTCTTGTTTTAATGTATATGGTACTAATTTATTTTTATTTTGG  
29401 TTGATGGGAATTGTGATGTTATATTGGGGATTTTGCAGAATCGTTTGACTTTAGTCTGAGCAGAATGGAC  
                                                                       M  D  
29471 GGGCAAAACATAGATGAAAGCAACTCTGCAATTAATATTAGTGATGTCAGTAAGTACCAAAGTCAAAAAA  
       G  Q  N  I  D  E  S  N  S  A  I  N  I  S  D  V                
29541 CAAAATGCAAAAATCATTAATGTTGACAATGTCGTAGTACTTTTTTATATTTTAATTAATTTTCATAACA  
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
31011 TAAATTTTTTCTGTTTACTTTTTCTAAAGTGTGCACAGCAATTTGTAGAATATTTAAAATTGATATAAAT  
31081 TGATAATAATATTTTGTATATATTGATTTAATATATTTTTTTTATGTCCTATTGAAGTTATAGAAACTG  
                                                         I  E  V  I  E  T   
31151 ATTGTGCCGCTGGAGGTGGCTTAATGAACCAATCTGTTCGGAGAACTAGTGAATCAAGTGGTGGAGGCGT  
      D  C  A  A  G  G  G  L  M  N  Q  S  V  R  R  T  S  E  S  S  G  G  G  V 
31221 AGCAAGTATGCCGTACATTAAAATTATTGAACAACCAGCATCTAAAGCGCTTAGGTTCAGGTATGAATGT  
        A  S  M  P  Y  I  K  I  I  E  Q  P  A  S  K  A  L  R  F  R  Y  E  C  
31291 GAGGGAAGATCTGCTGGTTCTATTCCTGGTGTAAATTCTACACCAGAAAATAAAACGTTTCCTACAATAC  
       E  G  R  S  A  G  S  I  P  G  V  N  S  T  P  E  N  K  T  F  P  T  I   
31361 AGGTATGCTCATATAATCATCATTATTAACCAAAATAATTTTTTTGCCTCTAAGTGGCTGTTCGTAATTT  
      Q   
31431 TGTCATTATGGGAATTTGGTATTTCAAATATTTTTTAGGGCTGGTGGTAGAAAGGTCATTTCTTCTGTCG  
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 
1    TTGGAAGCAGCAAATTAGACGAAAGGTGAAAGAGTCCAGAATCCGAGAATTTAACTCCCAAGTAGTTCCA  
1821 TAATTTGAACCTTATAAAAAAGAAAACAATGTATACATTTGTAGGGTTGAAAATTTTTATTTTATTTGTT  
1891 ACAATTTAAGGATATCCCATTTTATTTGCAGATTGTTGGCTACAGAGGTCGAGCAGTAGTAGTAGTGTCA  
                                     I  V  G  Y  R  G  R  A  V  V  V  V  S  
1961 TGTGTGACGAAGGATAGCCCATACAGGCCTCACCCACACAATCTTGTTGGCAAAGAAGGTTGTAAAAAAG  
      C  V  T  K  D  S  P  Y  R  P  H  P  H  N  L  V  G  K  E  G  C  K  K  
2031 GTGTTTGTACTGTCGAGATTAATAATGAAACCATGACAGCGGCCTTTGCAAATCTTGGTATTCAATGTGT  
     G  V  C  T  V  E  I  N  N  E  T  M  T  A  A  F  A  N  L  G  I  Q  C  V  
2101 CAAAAAAAAAGATATTGAAGAAGCACTTAGAGTCAGAGAAGAAATAAGGGTAGATCCATTTAGGAGTAAG  
       K  K  K  D  I  E  E  A  L  R  V  R  E  E  I  R  V  D  P  F  R        
2171 TATCTGCGGATTTTAATAAAGGAATAAATAATCTAATTATAAATCTATGTGGACCTTGATGTGCCAAAAA  
2241 AAAAAATTAAAAAATATTAGGTATTTAACTTGAGTTACCAAATAATCCCTTTTCCATTCGACGCTTGGTA  
2311 CAGATTGCCTTAAAATTTTAATATCTATTTCATACTACCATTTTTATTATTTATTTCGACCGGATTCAGT  
                                                                T  G  F  S   
2381 CATAAAACTCAAACAAGTGGTATAGATTTGAATTCAGTTCGATTATGCTTTCAAGCATTTTTAGAAGGAC  
      H  K  T  Q  T  S  G  I  D  L  N  S  V  R  L  C  F  Q  A  F  L  E  G   
2451 CTCAAAGAGGAAAATTTACCAACCCATTATCTCCAATTGTATCAGAACCAATTTATGACAAAAGTATGTA  
     P  Q  R  G  K  F  T  N  P  L  S  P  I  V  S  E  P  I  Y  D  K           
2521 ATTTACAGTTATATAATTTTCGTTAAATTTAATTAATTTTAATTTTTGGGACGATAAACTAAAAAAAAAA  
2591 ATCAATGGAGTGTGTTAAATTTAGTTTCAATACTTTTTAAATTAAATTTACGAAAAAATTTAATTACTAA  
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 
1    AAATTTGTATAATATAGTCTATTCGAATATCTAGAGGACATATCAGTGCGATTCTATGAAGAGAAAGATG  
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                                       E  D  I  S  V  R  F  Y  E  E  K  D   
71   GCCAGGTAGTTTGGGAAGGATTAGGAGATTTCACGCCAACACAAGTTCATAAACAAGTGGCTATTTCATT  
     G  Q  V  V  W  E  G  L  G  D  F  T  P  T  Q  V  H  K  Q  V  A  I  S  F 
141  CCGAACGCCTAGGTACAAAACATTAGAGGTTAGTGCCTTTAAGTATTTATTAGATGTAAGATAATCTAAA  
       R  T  P  R  Y  K  T  L  E                                            
211  AAAAAATTAATTATGTTATGGAATTCGTGTTCAATTGACTGTAAGTACCGTTCGAAGCAGTTATTATATT  
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
1     AAGAGCAAAGCGGCAAAAACAAAAACTAGAAATAGATAGAGTTGCTCTATCTTCGCTTTGCTCGCCACTA  
3011  ACACTAATCTTAAGTTTTAATATCTTGTTTCAGATAGAGCAGCCTGTGCAGGTACTTATACAACTTCGAA  
                                        I  E  Q  P  V  Q  V  L  I  Q  L  R    
3081  GGCCGTCAGATAACGCTACGAGTGAAGCATTACCTTTTCAGATAACTCCACTTGATTCAGGTAGGCCTTT  
      R  P  S  D  N  A  T  S  E  A  L  P  F  Q  I  T  P  L  D  S  G  R  P  F 
3151  CTTTTGGTCATTGCGTCGAAGTATTGGACAAAAAGCCGACTACCGTACGTTTTCAACAATACTTCAAACG  
        F  W  S  L  R  R  S  I  G  Q  K  A  D  Y  R  T  F  S  T  I  L  K  T  
3221  AATACAAAATTATTAACTAATCAAGAAAGAATTGACGATGATGCAAACAATAACACCAACAATAGTAATA  
       N  T  K  L  L  T  N  Q  E  R  I  D  D  D  A  N  N  N  T  N  N  S  N    
3291  ATAATAATGAAATTAAAGATGTTGAAGTAGAAGATAATGTAGTTAGTGTAGCAGATATTCCACAACCAAA  
      N  N  N  E  I  K  D  V  E  V  E  D  N  V  V  S  V  A  D  I  P  Q  P  K 
3361  AGTTGTTGTAGTATCAAATCAAGAAGAAGAGATAAAAGACGAAGAAGAAAATTGTGGTCAGTCAGAGTTA  
        V  V  V  V  S  N  Q  E  E  E  I  K  D  E  E  E  N  C  G  Q  S  E  L  
3431  GAACAACTTTTAGTTAAAGATTTGGAAAATATTTGCAATAATAATAGCGATCTTGGTATATACACAAGTT  
       E  Q  L  L  V  K  D  L  E  N  I  C  N  N  N  S  D  L  G  I  Y  T  S   
3501  TCCAGATGGCTTTGAAAAATCCCTGTCAAGATCTGCTTGATCATGAAAGTTACGAAGATATTGCACCACC  
      F  Q  M  A  L  K  N  P  C  Q  D  L  L  D  H  E  S  Y  E  D  A  P  P  R  
3571  AAGACCAACAGCTGCTAAACCGACACTTTTGCAACAACCATTATCACCAGTGCCACATTTAGATGATGAA  
        P  T  A  A  C  K  P  T  L  L  Q  Q  P  L  S  P  V  P  H  L  D  D  E  
3641  GTTTTACCACCATTACCGCCAAAACGAGCCAAACGTACTGGACCAGATACGAAGACCCTTCCATCACCTC  
       V  L  P  P  L  P  P  K  R  A  K  R  T  G  P  D  T  K  T  L  P  S  P    
3711  CACAAAAGAAAACTGGTCTTTTTCAAAAATTATTCAACACAAATAAAAGAAAAAAAAATAAAGAAGTCCA  
      P  Q  K  K  T  G  L  F  Q  K  L  F  N  T  N  K  R  K  K  N  K  E  V  Q 
3781  AGAACGACCATTGCAATCACGCGGAAGTATTAAATCACTTCCAGCTGAAATGATAATATCATCTAATGAA  
        E  R  P  L  Q  S  R  G  S  I  K  S  L  P  A  E  M  I  I  S  S  N  E  
3851  GTAGATGTTACAGAAGCTGAACATTATGCTTTGTATACATCTGTAGCACCGCATGCTACAGCTTCTGAGT  
       V  D  V  T  E  A  E  H  Y  A  L  Y  T  S  V  A  P  H  A  T  A  S  E    
3921  TCGATGAAATGTCTTTCTATTACAGTTCAGTCGAACAACAAAAAGTAAACTAAAAACAAATTGTCCCCAT  
      F  D  E  M  S  F  Y  Y  S  S  V  E  Q  Q  K  V  N STOP          
3991  GTGGCTAAACTGAAATTTATACATCAAAAAATGCCTCAAAACATTTAAGTACTTAAGATTTTGGAAATTT  
……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 
12671 TAGGTAATTTGTGTGTCTTAAGATCAACCTATGTTTGAAAAAGAAGTACCGTTCATTAGATAGAAGGCTA  
12741 CTAAATAAATAGTAGATCCCAATATGACAAATAAATTTAATACTCATACTTGTTTTAAGTTGATTTCCAA 
  
Fig.  15.  En  negrita  cursiva  (rosa  en  el  esquema)  se  encuentra  indicado  el  dominio  de  homología  REL, 
sombreado (violeta en el esquema) el dominio IPT que a su vez es una región rica en asparagina. Subrayado 
(verde en el esquema) se encuentra la señal de localización nuclear. En negrita se indican un posible TATA 






 10        20        30        40        50        60        70        80        90 
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Dm-Dorsal  -------------MFPNQNNGAAPGQGPAVDGQQSLNYN-----GLPAQQQQQLAQSTKNVRKKPYVKITEQPAGKALRFRYECEGRSAG 
Tc-Dorsal  MDENHLEQTLENAGM.DESINISDVIEVIET-DPDFHESTMFNG.GEIP.NIIQQ.PQ-QA.RRAF...I....S............... 
Nv-Dorsal  MDR--------FPTMSDG.INISDVLDAIETADP.FGER--NRGDIEMM.TTGRSRMDTRS.TG...E.V....S............... 
Rp-Dorsal  ------------------------------------------------------------------------------------...... 
 
100       110       120       130       140       150       160       170       180 
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Dm-Dorsal  SIPGVNSTPENKTYPTIEIVGYKGRAVVVVSCVTKDTPYRPHPHNLVGKEGCKKGVCTLEINSETMRAVFSNLGIQCVKKKDIEAALKAR 
Tc-Dorsal  ....AS.......F.S.QVM..Q.............E.F.........R.........M....D..CVT...............S..RL. 
Nv-Dorsal  .....S.......F...R........I.........L.............V.RR....V.VP..N.TVS.DK.......R....E..RL. 
Rp-Dorsal  ........X....F...Q....R.............S.....................V...N...T.A.A.............E..RV. 
 
190       200       210       220       230       240       250       260       270 
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Dm-Dorsal  EEIRVDPFKTGFSHRFQPSSIDLNSVRLCFQVFMESEQKGRFTSPLPPVVSEPIFDKKAMSDLVICRLCSCSATVFGN-TQIILLCEKVA 
Tc-Dorsal  ...K....M......N..T.....A........L.G.RR.K..V..T.......Y........M.VK.SH.NSY.D.GRNE......... 
Nv-Dorsal  ..N.....R...D.KXX.T.....A........V.GQE..K..V..Q.......Y...........K.SH...S.A.G-.EMV....... 
Rp-Dorsal  ........R.....KT.T.G...........A.L.GP.R.K..N..S.I.....Y.....A.....K.SH..GS.A.G-NE......... 
 
280       290       300       310       320       330       340       350       360 
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Dm-Dorsal  KEDISVRFFEEKNGQSVWEAFGDFQHTDVHKQTAITFKTPRYHTLDITEPAKVFIQLRRPSDGVTSEALPFEYVPMD-SDPAHLRRKRQK 
Tc-Dorsal  ....Q.........KV...G.....PSQ.......C..A...........V............A........LL.L.-.E.GM.K..... 
Nv-Dorsal  ....E......RD..TC..GK....P.H....V..S.R..S.M.HQVDQ.VQA..........AV......QLL.LGLD..DS....... 
Rp-Dorsal  ........Y...D..V...GL...TP.Q....V..S.R....K..E.EQ.VQ.L........NA.......QIT.L.SGR.--------- 
 
370       380       390       400       410       420       430       440       450 
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Dm-Dorsal  TGGDPMHLLLQQQQKQQLQNDHQDGRQTNMNCWNTQNIPP-IKTEPRDTSPQPFGLSYRAPPELTPSPQPLSPSSNYNHNSTPSPYN-MA 
Tc-Dorsal  YHDPSQ--..RHVE----ES.K.----RTHQPFLLNIPSEG..V....KA.S.Y.G-QMFEAP-------IPNV.PHYVTP..PEAPLFQ 
Nv-Dorsal  FNNS.NAYV.RHV.A---EAEK.A.LLKQ.PQF.YNILQ.-V.I..A.RL-S...GPQM.TSPPMFQGTG.R.INSPRPTPS.MECTA.Y 
Rp-Dorsal  FFWS----.RRSIGQ---KA.Y-------------------------------------------------------------------- 
 
460       470       480       490       500       510       520       530       540 
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Dm-Dorsal  SAVTPTNGQQQLMSPNHPQQQQQQQQYGATDLGSNYNPFAQQVLAQQQQHQQQQQQHQHQHQQQHQQQQQQQQQQQQQSLQFHANPFGNP 
Tc-Dorsal  NVLP.IG.--------MMNWNMPSTSVVGDM.NM.W..-SA.NDLSGVNLSETPSGISSLLN----LDN..LELK--------------- 
Nv-Dorsal  NIPP.QQNLRSQLQ.IMI..GSPSPLLIQDPMVA.IA.EPPKSNFLLGDASIISDAIGNAINIGNVMDDN.P..D--------------- 
Rp-Dorsal  ------------------------------------------------------------------------------------------ 
 
550       560       570       580       590       600       610       620       630 
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Dm-Dorsal  GGNSWESKFSAAAVAAAAATATGAAPANGNSNNLSNLNNPFTMHNLLTSGGGPGNANNLQWNLTTNHLHNQHTLHQQQQLQQQQQQQYDN 
Tc-Dorsal  -------------------------.IDL..GD..--------------------------M.E..--NLSE.FT.NLS.MDES-EGRQE 
Nv-Dorsal  -------------------------FPDLSFSQ.D--------------------------.VDL.S.NISDIVKEAVNGTEAAGNTV.E 
Rp-Dorsal  ------------------------------------------------------------------------------------------ 
 
640       650       660       670       680       690 
....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|.... 
Dm-Dorsal  TAPTNNNANLNNNNNNNNTAGNQADNNGPTLSNLLSFDSGQLVHINSEDQQILRLNSEDLQISNLSIST 
Tc-Dorsal  PNM.DSLTR.A.S----------------A.D.ICQASD---MYKGAP--------------------- 
Nv-Dorsal  .GM.DSFTK.TR.----------------.IQE.C.LNN---MYKPTR.DV.----------------- 











de  una  cascada  de  señalización  que  lleva  a  la  disociación  del  factor  de  transcripción 
Dorsal  de  su  inhibidor  Ikβ  asociado,  Cactus  (Whalen  y  Steward,  1993;  Bergman  et al., 
1996),  cumpliendo  un  rol  fundamental  en  el  establecimiento  del  eje  dorsoventral. 
También  cumple  un  importante  rol  en  la  respuesta  inmune,  las  proteínas  Toll  o  los 
receptores de tipo Toll (TLRs) al igual que la superfamilia de receptores de interleukina‐
1  (IL‐1R)  tienen  función  en  la  inmunidad  innata  antibacterial  y  antifungal  tanto  en 
insectos  como  en  mamíferos.  Estos  receptores  comparten  un  dominio  citoplasmático 
conservado  de  aproximadamente  200  aminoácidos  conocido  como  región  homóloga 
Toll/ RIL‐1R (TI ). 
Por otro  lado Toll se expresa en el embrión de D. melanogaster post‐blastodermal 
donde  se  cree que posee  función de adhesión celular participando en  los movimientos 
embrionarios durante el desarrollo (Gerttula et al, 1988; Keith y Gay, 1990; Hashimoto et 





(receptor  de  interleuqina  1),  un  dominio  PEST,  las  N  y  C‐box  y  un  gran  dominio 
extracelular que contiene al menos 15 repeticiones de 24 aminoácidos ricos en Leucina  
En  general  entre  dípteros  esta  secuencia  se  encuentra  bien  conservada  (Maxton‐
Kuchenmeinster et. al., 1999), entre los insectos de banda germinal corta toll sólo se ha 
estudiado  hasta  ahora  en T.  castaneum  donde  el  dominio  C‐terminal  está  ausente  y  la 
proteína termina poco después del receptor de interleuquina 1. En R. prolixus el dominio 
TIR  se  encuentra  altamente  conservado  y  pese  a  que  el  dominio  extracelular  no  se 
encuentra  tan  conservado  contiene  al  menos  19  sitios  ricos  en  leucina  similar  a  lo 
observado  en D. melanogaster  y  al  igual  que  en T.  castaneum  se  ha  observado,  en  las 
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secuencias  obtenidas  in  sílico  y  por  PCR  la  ausencia  del  dominio  C‐terminal  (C‐box), 
terminando la proteína poco después del dominio TIR. 
Se  supone que  el  dominio C‐terminal  conservado  en  dípteros  es  una  característica 
derivada  de  la  función  de  toll  en  los  insectos  de  banda  germinal  larga.  La  región  PEST 
media la degradación de proteínas mediante la 26S proteosoma, afectando la vida media 
de  las proteínas. Como el desarrollo temprano,  incluyendo la  formación del blastodermo 
es prolongado tanto en T. castaneum como R. prolixus, comparado con D. melanogaster, se 
podría especular que los dominios PEST conservados servirían para prevenir la actividad 
prolongada  de  toll  en  los  insectos  de  banda  germinal  larga,  mientras  que  podría  ser 
requerida  para  los  insectos  de  banda  germinal  corta  en  su  desarrollo  (Maxton‐
Kuchenmeinster et al 1999). 
La  secuencia  completa  del  gen  toll  de  R.  prolixus  se  encuentra  en  el  supercontig 
17925.24, de 53991pb (Fig.17). 
A  partir  de  las  trazas  del  genoma  de  R.  prolixus  se  encontró  inicialmente  una 









1     TCCTTCCCTTCACTCCTGCTTTTGCTAAGATTACTTTAAATCTAGGATATGGATGGCCGATATCTAAACT  
71    AGTTCATGTTTTGTTCGCTTTTAGATTGTATCAACCTTTCTTTGAGAGTGAGGATCAATACTATTTCTCA  
141   AAATTATTATTGTTTTTCACACTATTTTTCCTAATCAGGGAGGAACTATAGCAATTCAATACATGATTTC  
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
8961  TTGTTTTTTTTCAAAGCTTTACGTTAATTTAGACTATTCTGATATCTTTCGTTGAAATCTATATTTGTAA  
9031  CCAATGCTGGTAAAGTTATAAAAAGCAGGCATAGTCATTTGTAAAGCATTCATTAAACCAACCATCGAGC  
9101  AAAGCAATGGCCAAGGTCGTTGCAAGACAATGAAAACAAAAGATGCAATTAAAAAAAAAGCAGCAAATTT  
9171  TCAGTGAGAATATAGTTTAAAAACGAATTTTAAAAGATAAACAATAACAATAAACCGTGAACATTCAAAC  
9241  AAAACCACGGTCAAAATTCTCCAAAAGTTGGAATTTACAAATTTAAATACAAAATTAACTGCGTTTATTG  
9311  TAACAAAATTATTGAATGCGAAACAGGCTTACCAATTTCTGCCAATGTAAATAGCATTTCTCTAAAACAA  
9381  GACTCCCACGTTTCAGACTGTATTCCAGAAAGATGCAAAAAAAAATAGAACAGTTTGGCATTGGCTAACT  
9451  TTATCACTTGGGAAGTGTAGCTAAAAATTGGATTCTTAAATGATAATAAAAATAATAATAAGAAGTAGCA  
9521  ACCGATGAATTTGACTTTGAACATGTTTTTAATATTCTTAACTCTCCTTGAAAAAGTATCCAAGAAATAG  
9591  CAACGTTTTAGAAAGGGATCCCTGAATGAAGGAGATGACTTTTAAACTTTCTAGTATCACTTCTGTTTCG  
9661  TACCTACAGAAATAGTGAAATATTCACTAGATTTAAATTACAGAATTAAATAAATAATTTAAAAATTATG  
9731  CCTAAGTGAGGCGCCACGATAGCCATAGCCGAACGGTTAGAGGCGAGACCTGCAAAGCTAATATGTATTG  
                                                                     M  Y  C  
9801  TGGTACTGGGTTCGACTCCCGGTCTTTAGGCCTTGGATTTTATTTAATGGTTAATAAAAGAAATTTACAG  
        G  T  G  F  D  S  R  S  L  G  L  G  F  Y  L  M                        
9871  TAAAGTGTGTTTGCTAGTCGCCTCCGTCCACGACACCTAATTGGTAGTTGGACGTTAAGCCCCGACTGAA  
9941  AAAATAGGCAATTACTTCACTTTACTTTTTATTATGCCTAAGTGAGGCGCCACGATAGCCGAACGGTTAG  
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
11691 CAAAAAATTTCTTCTCATTATGCTGAATTAAGGCTTCTTAATAACAATATTGCGAATAACAAAACCTTCT  
11761 TCTTCCATTAACTCAATAATTAATCTTAAAACTCTGCATTCTCTAATAAAACTTCTCATTTAAATGATTT  
11831 TGTCACATGATTTATATTTTTTACATTTTTATGTTTCAGATGAAGTGGGTAATATTAGTGTTCCTCAGCG  
                                              M  K  W  V  Y  L  V  F  L  S    
11901 CACTACCTAATAAGCTGTTAGCTGAATTTAATTGCCAATATTCCGAAAACTGTACATGCTCGAATGGTGT  
      A  L  P  N  K  L  L  A  E  F  N  C  Q  Y  S  E  N  C  T  C  S  N  G  V  
11971 ACGTGGTGATTACGAATTAATGTGTCCAAAAGGAATTGAATCCCCAAAATTACTCGCTCAAATTATGCCA  
        R  G  D  Y  E  L  M  C  P  K  G  I  E  S  P  K  L  L  A  Q  I  M  P  
12041 GAAAAATTTGTACAAATACAATGTTCAGATACGAACAAATGGGAAGTATTAAATTCATTATATGGTATTG  
       E  K  F  V  Q  I  Q  C  S  D  T  N  K  W  E  V  L  N  S  L  Y  G  I    
12111 AAGTTGGCCCAGTTTCATCATTTATCATTAGATATTGTCCATTACCAACGGTATCATTTAAAGAATTGTT  
      E  V  G  P  V  S  S  F  I  I  R  Y  C  P  L  P  T  V  S  F  K  E  L  L 
12181 AAACAATCTTAAAATACCAACAATTAAAGCATTAGGTGTGTCCACTCTAGTAAATTCAAGCAATGGACTG  
        N  N  L  K  Y  P  T  I  K  A  L  G  V  S  T  L  V  N  S  S  N  G  L  
12251 ACTAGAAAACATTTAGAAGGATTGAAAGATATTACAAAGTTAAATCTGAATACAAATTCTTTACGAGAAT  
       T  R  K  H  L  E  G  L  K  D  I  T  K  L  N  L  N  T  N  S  L  R  E   
12321 TGCCTGAAGATCTATTTCATGATACAACCAATATAACTTGGTTAGATCTTAAAAATAATCATTTGACATT  
      L  P  E  D  L  F  H  D  T  T  N  I  T  W  L  D  L  K  N  N  H  L  T  L 
12391 ACCAAAGAACATTTTCCGATATACGCCTAAACTTGATGTACTGGAACTAGGCAGTAATAACTTGAGTTAT  
        P  K  N  I  F  R  Y  T  P  K  L  D  V  L  E  L  G  S  N  N  L  S  Y  
12461 CTTGAGCCAGGAATATTTAAGAATCTAACAAAATTAAGATTATTGAACTTGTGGGGTAATAGATTGAGAA  
       L  E  P  G  I  F  K  N  L  T  K  L  R  L  L  N  L  W  G  N  R  L  R    
12531 ATCTTTCACGAGCACTATTTACTGACGTACCAAATCTAGAGAATTTGGATATTAATTCAAATGGGCTAAC  
      N  L  S  R  A  L  F  T  D  V  P  N  L  E  N  L  D  I  N  S  N  G  L  T  
12601 TAGTTTACCACCAGATATATTCGCTGATCTTACAAAATTAAAAATAATCAACTTATCAACAAATAATTTC  
        S  L  P  P  D  I  F  A  D  L  T  K  L  K  I  I  N  L  S  T  N  N  F  
12671 ACATCATTACCGCAAGGATTATTTTTAAGCAATCCAAATTTAGAATCAGTTTTGATCAACAATAATCGTA  
       T  S  L  P  Q  G  L  F  L  S  M  P  N  L  E  S  V  L  Y  N  N  N  R   
12741 TAGATTTGCCATCACTTCCGGCAGGTTTTCTAGCAAACATGACTCAATTACAAAAAATTTCTATTCTAAA  
      I  D  L  P  S  L  P  A  G  F  L  A  N  M  T  Q  L  Q  K  I  S  I  L  N  
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12811 TTGTAATCTGCTAATTCTAACTGAAGACTTCATCGCTGGAAGTACGTCGCTTATTAATCTAACTCTGGAG  
        C  N  L  L  I  L  T  E  D  F  I  A  G  S  T  S  L  I  N  L  T  L  E  
12881 AAAAATCTATTAGTAACTTTGCCCAAGGATTTCTTCAAAGATAATACTAAATTGGAAAATATTAATTTGA  
       K  N  L  L  V  T  L  P  K  D  F  F  K  D  N  T  K  L  E  N  I  N  L   
12951 GCAGAAATAAAATTACTTCCTTGCCGGACGGGCTTTTCCAGACAACGACTCAGCTGAAGATTCTCAATTT  
      S  R  N  K  I  T  S  L  P  D  G  L  F  Q  T  T  T  Q  L  K  I  L  N  L 
13021 GGCTAGAAATGCACTTACGACATTAACAGACTAAGTATAATTCGTAAGAACTAATAGAATAGAAGCAATA  
        A  R  N  A  L  T  T  L  T  D                                          
13091 ATAGATAAGTAATTCTTTCTTTTAATGTTAATTTAAATAATTTCAATTATATAATATACGATACAAACAC  
13161 AGAATTATTGTTTTACATTTAGTTAAAATTACAAGTTTTCGCGAAATATTTCTGAACAGAGGATAACTTT  
13231 AGAAGAAGAGCTACTTTTTATATGAGCTAAACATTTTCTACATGATTTTACTTTTAATTTGTTTTCATAA  
13301 TTTATGTTTACAAATAAAAAAAAGAAGTATTAAAATATAAATATATTAAGACACGCATGGTTTTTAATAT  
13371 TGTATATTTTGAATGAAATTTACGCATGAAGTCCCCAGACACTGTTCGATAACCACCGGGTAGGTTATTA  
13441 ATTACCTTTATGGGATAGGCCCAGGAAAAAAAAAGAAACACGAAACCAAAATTAAATGCTGAATTCTATC  
13511 CGAAACCTTCAAAAAAAATATGGCTCTCAATTTAAATATAGGCTAAGTGCATGAATTAAAATAAATTTTA  
13581 TTAATTTTCATTTTTCTTTATTTTTTTAGAAAAATTTTCAGCTCTTTGAATAACTTGGAAGTTTTAGACC  
                                                 S  L  N  N  L  E  V  L  D   
13651 TATCACGCAATAGCATCAAAAATATCAATAGTTATACATTTTTAAAAACAAACAAACTTAAAACAATCAA  
      L  S  R  N  S  I  K  N  I  N  S  Y  T  F  L  K  T  N  K  L  K  T  I  N 
13721 TTTGTCTAACAACAAGATCAAAGATTTGCAAGTAAACTATCCAGGACTGGATCCTCCACAATCCATTCTT  
        L  S  N  N  K  I  K  D  L  Q  V  N  Y  P  G  L  D  P  P  Q  S  I  L  
13791 AAAGACTGTTCAGAAAATTTGGAAGCTCTTTATCTAAGTCATAATAACATATCACAAATATATCAAGACT  
       K  D  C  S  E  N  L  E  A  L  Y  L  S  H  N  N  I  S  Q  I  Y  Q  D   
13861 GGATTATATTAATGTCACGTTTACAAATACTTGATCTCAGTTACAACAATCTACCAAATCTATCGGTAAG  
      W  I  I  L  M  S  R  L  Q  I  L  D  L  S  Y  N  N  L  P  N  L  S       
13931 TATGATTGATTTATACCAGAAAAATGTTTGTTTTTCAAAATTTCGTTATTCATTGCTTTTTTTTTTTCTT  
14001 TTCTTCTTTCAGTACGCATCTCTAGCTTCCGTAACAGCACGTAAACTAACAATGGATTTAAGTTACAATA  
                   Y  A  S  L  A  S  V  T  A  R  K  L  T  M  D  L  S  I  N   
14071 AAATCGACCGGATAGATTTTGATATTGCTGAAGATTTGGCAAGATATAAATTTGGAGTAAATGATACAAT  
      K  I  D  R  I  D  F  D  I  A  E  D  L  A  R  Y  K  F  G  V  N  D  T  I 
14141 AAATGAATTCGATATTGGTGTAAGAGTAGTCCTAAAAGGCAATCCATTGGTTTGCGATTGTAGATCATAT  
        N  E  F  D  I  G  V  R  V  V  L  K  G  N  P  L  V  C  D  C  R  S  Y  
14211 GACCTGGTGAATTATTTTAGAGATCAATTCGCTCCACAGGTATTGTAATATTCATTACAAAATAATTTAT  
       D  L  V  N  Y  F  R  D  Q  F  A  P  Q                                  
14281 AATTTCCGATTTTGACTTTACTATGGAAGTGCATGTCTTGAGGTCCTTGATTGAAAGAATTTTCGAGTAC  
14351 TTTATTTTTTAATTATTGCAGTCTTTTCCTGCTCCATCCAGATTCTTTCAAATTTGGATGAACAATAAAT  
14421 TTAAATAAATCAACTAACTGCTTATATTATAATTTTACCAAGAAAGACGTTTGTTTAAGAGCTTGAGCCA  
14491 AAGTGGGCAAGTCCTTTCTTTTATGTAGTTTTATACTGCTATGTCACGCCCACTAATTTTCCTCTAGAAT  
14561 AAGGAGATTCAACAATACGGCTAGATTGATTATCAGAGCAGAAGGAAGGTAGTGGGTAACACAAAGGCAG  
14631 TAAAAAGAGAAAATGAATTTAAAATAATCAAATAAATTGGGCGTTACCTAATTTATTTATAGGTACAAAT  
14701 CAAAATATTCAACTAAAAAGAAACAAAAAACACTATCGTTCTCCTGATTTTCTTACTATAGTAAATAGTG  
14771 TAGTAATTATGCCCAATACAAAGTGAAGAAAAACAAATATTAGGATCAGCAAATCTAGAAACGATTGGGA  
14841 ATAAAAGAAATGTAATTGGGTAATGGAGCTGTTGATCTTCACTTCAAAGGCAATAAATATTAGAAAAAAA  
14911 TCTTTACTCTAAGATTTAAGTAATCATTTTACAGAACTATAGACTTATGAGGAAATATATCAAAATTAAA  
14981 AAACAATGATTAATTTTTTTTTTTAATTTCAGGTGAAATCAGTAGTAAGATTTGATGGTACAGAATTAAA  
                                       V  K  S  V  V  R  F  D  G  T  E  L  N  
15051 TTGCGCTGGTGATAATGAAATGAAAGGTACACTAGTTGTAACGCTAGATCCAAAATTACTTACATGCGAA  
        C  A  G  D  N  E  M  K  G  T  L  V  V  T  L  D  P  K  L  L  T  C  E  
15121 GAGAAACAATGCCCGCACAATTGTACATGCTACTATAGACCACACGATGATGCTTTAATTGTGGATTGTT  
       E  K  Q  C  P  H  N  C  T  C  Y  Y  R  P  H  D  D  A  L  I  V  D  C   
15191 TTGAAAGAGGATTTGAAAGCTTACCGTTATACATGCCTAGCAATGTTAATAGAACGAAACATTATGACCA  
      F  E  R  G  F  E  S  L  P  L  Y  M  P  S  N  V  N  R  T  K  H  Y  D  H  
15261 TATTGAGTTAGATATTAGTCATAACAAATTGGAAGTAATCCCATCTAAACTTGGGCCAAATTATGATATG  
        I  E  L  D  I  S  H  N  K  L  E  V  I  P  S  K  L  G  P  N  Y  D  M  
15331 GTGACCAAGATAGATCTATCTAATAACAATATCAGAAAGCTTAGTTTAGGATCTTTCTCCAAAAATTTAA  
       V  T  K  I  D  L  S  N  N  N  I  R  K  L  S  L  G  S  F  S  K  N  L  
15401 CGGTATGTATTCTATTAAAATAGTTATCCTATTATTATTATTATTATTATTATTTTATAATGCAGAAACT  
      T                                                                       
15471 AATTTTTCTTTATTATACTTATATTTACCACTTAATATTTCCTTTCTACTACTTATTCTTAATTACGAAT  
15541 GTGGGCTTCTTCTGCAAGAAGAAAACCCCAGGTTGTTTTTTTCGTGTAAAACGTTTTTATCTTCAACAAC  
15611 TTTTCATTAGTTAACCCAATTATTTTTCCAATTTTATGTAGCTTTTAAAATACCGACAGAATTCGGCCAT  
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15681 TAAAAATCAAGTGATTGAATGAACTTGAAAATAAAGCACATTATAATCAATATTTTAAGAATTACGAATA  
15751 AGCGTAGCTAAACAATTTTAAATAGTAAAATTATATTTTTATATCTTATAATTATTATTTAAAAAATTTG  
15821 TATTTACTTTTTAAGGATTTAAATCTGGACAACAATAACATGACAATTATGGATACAGCTGCCATAAATA  
                      D  L  N  L  D  N  N  N  M  P  I  M  D  T  A  A  I  N   
15891 TGTTGAAAAATTTTACTCGTCTTGAAAATCTAACATTGACGAATAATCCTTGGAATTGTGATTGCGAAGC  
      M  L  K  N  F  T  R  L  E  N  L  T  L  T  N  N  P  W  N  C  D  C  E  A 
15961 CAAAAGTTTCATTAATTTTCTTTCAAAAATCTTAAAACAGGTATTTGTTATTGTTTAATTTCAATTATAA  
        K  S  F  I  N  F  L  S  K  I  L  K  Q                                
16031 ACATAAAGTTTGGTAATGTTTTACTTGACGTATTAAGGAAAAGTATTAAAGCGTAGATTGATTTTCAGTA  
16101 AAATAAAATAATGGATCTCATGTACCAAAGATCTTACATTAATTGATTTAAAAAATGCAGAAAAAGAAAA 
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………  
16521 ATAAGTTCAATGAAATATTCATTTCCACAAGAAGACTTATATGTTGTTAAGCTTTAAAATTTTTCTATAT  
16591 TTATTGCTGAACTTTGCTATAAACAAAAATAATACTTGCTTAATAATCCGTAAATATAATATTGTTGCAG  
16661 GTAACAAATTATAACAATTTAACCTGTAAAACTGGAGAACCATTAATAACAAAAGTGAACAATGTATGTC  
       V  T  N  Y  N  N  L  T  C  K  T  G  E  P  L  I  T  K  V  N  N  V  C   
16731 CGACTGCATCTGATTATATTGGCATAGTGAGCATTGTACTTGGTGTATCTGGATTATTAATTGGATTGAT  
      P  T  A  S  D  Y  I  G  I  V  S  I  V  L  G  V  S  G  L  L  I  G  L  I 
16801 TGCAACAGCCTATTATCGATATCAGCGAGAGATTAAAGTATGGTTATATGCGCATAGAATGTGTTTATGG  
        A  T  A  Y  Y  R  Y  Q  R  E  I  K  V  W  L  Y  A  H  R  M  C  L  W  
16871 TTTGTCACTGAAGAAGAACTGGATAAGGATAAACAATACGATGCATTTGTCAGCTATTCATCGCAGGATG  
       F  V  T  E  E  E  L  D  K  D  K  Q  Y  D  A  F  V  S  Y  S  S  Q  D   
16941 AGAATTTTGTTGTAGACAAATTAGTTCCTGGTTTGGAGAATGGTCCGACAAAATATAAATTATGTTTACA  
      E  N  F  V  V  D  K  L  V  P  G  L  E  N  G  P  T  K  Y  K  L  C  L  H 
17011 CTATAGAGATTGGATAGTTGGCGATTTTATACCAAATCAAATTGCACGTAGTGTTGAAGAATCTAGAAGA  
        Y  R  D  W  I  V  G  D  F  I  P  N  Q  I  A  R  S  V  E  E  S  R  R  
17081 ACGATTGTTGTATTGTCGCCAAACTTTTTGGAGAGTGTGTGGGGCCGGATGGAGTTTCGAGCCGCTCATT  
       T  I  V  V  L  S  P  N  F  L  E  S  V  W  G  R  M  E  F  R  A  A  H   
17151 CACAGGCGCTTAGCGAAGGAAGAGCCAGAGTCATTGTTATATTGTACGGTGATATAGGACCAACTGAGAA  
      S  Q  A  L  S  E  G  R  A  R  V  I  V  I  L  Y  G  D  I  G  P  T  E  N 
17221 TCTTGACCCGGAGCTGAAAGCTTATCTTTCAATGAATACCTATGTGAAATGGGGTGATCCATGGTTTTGG  
        L  D  P  E  L  K  A  Y  L  S  M  N  T  Y  V  K  W  G  D  P  W  F  W  
17291 GATAAATTAAGATATGCCTTGCCACATCCTACGGAATTATCCAAAGGAATTCCATTAATCTCACACCCAA  
       D  K  L  R  I  A  L  P  H  P  T  E  L  S  K  G  I  P  L  I  S  H  P   
17361 AACGAAATAGCCACAATGAAAAACTGATTAATGTGACTAATTCTATAATAAATACATCCTTGACGACACC  
      K  R  N  S  H  N  E  K  L  I  N  V  T  N  S  I  I  N  T  S  L  T  T  P 
17431 ACCAGCAGATTCGAAAATCGTTGATAATATAATTATTGATACAAAACAAACGTAATTTATTTTAGAATGT  
        P  A  D  S  K  I  V  D  N  I  I  I  D  T  K  Q  T STOP               
17501 CTTAAGAACATTATGAAAGCTTTTTTAAATTAAAATTGTGTACAAAGTCATTCGATTTTTATGTTATAAA  
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
53691 TTTTAGATGAATACAATTTTTTAGTACCTTATTGACTTACTCGTCATAAAG T  








              730       740       750       760       770       780       790       800       810         
     ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Dm   LGFLNRTMKWRSVKLSGNPWMCDCTAKPLLLFTQDNFERIGDR-----NEMMCVNAEMPTRMVELSTNDICPAEKGVFIALAVVIALTGL  
Rp   ----------------------ACSAR---------------------------------------------------------------  
Nv   VEYLSDYSTLSKLTLYQNRWICDCEARNFLIVVQKKLSQKQSQTLHTIDLQEDTCSGTNRLFSSMTVNELCEGAIAIIVVSCLLIALFGV  
>Tc  IEVLKQTTLVN-LTLNDNPWMCDCGAEILAQFLRTFPNFSTN----------IYCANTTLRLIDMKKEDFCKSQTVLYLTTLTLS--LLL  
 
             820       830       840       850       860       870       880       890       900         
   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|   
Dm   LAGFTAALYYKFQTEIKIWLYAHNLLLWFVTEEDLDKDKKFDAFISYSHKDQSFIEDYLVPQLEHGPQKFQLCVHERDWLVGGHIPENIM  
Rp   ---------------------------------RLDKDKQYDAFVSYSSQDENFVVDKLVPGLENGPTKYKLCLHYRDWIVGDFIPNQNG  
Nv   ILGLLAALYYRYQKEIKVWLYSKQWCLWFVTEDELDKDKMYDAFISFSHKDEDFVEKEIVAKLEDGPKPYKLCLHYRDWLAGEWIPAQIA  
>Tc  ISALLAIFYYRNQETINFWLLSHN--LCWFSEENRDKDKIYDVFISYSHKDEHFVEALLS-FLEKGPNSFKTCVHYRDWTPGEPIVSQII  
 
             910       920       930       940       950       960       970       980       990         
     ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Dm   RSVADSRRTIIVLSQNFIKSEWARLEFRAAHRSALNEGRSRIIVIIYSDIGDVEKLDEELKAYLKMNTYLKWGDPWFWDKLRFALPHRRP  
Rp   VLWCLKRKTFDPLSPNIKESGWARGN-QAAPPQVLTKGKRNPLLYHTVEKGPIENLDPELKAYFSMNTYVKWGDPWLND-----LP----  
Nv   RSVDESRRTIVVLSPNFIESIWGRMEFRTAHSQALSEGRARVIVILYGDIGNTEDLDPELKAYLSMNTYVKWGDPWFWDKLRYALPHRYE  
>Tc  NSVVNSRRTLVVLSRNFLESVWGKMEFKTAHRQALSDGRNRVVVVWYGDV-EVEKLDEELKVYLRTNTFVKWGDKFFWEKLKIALRRTVK  
 
             1000      1010      1020      1030      1040      1050      1060      1070      1080        
   ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|   
Dm   VGNIGNGALIKTALKGSTDDKLELIKPSPVTPPLTTPPAEATKNPLVAQLNGVTPHQAIMIANGKNGLTNLYTPNGKSHGNGHINGAFII  
Rp   ------------------------------------------------------------------------------------------  
Nv   PSKRRT-------------RTARIIENHLAQLPVNN------HNDHVGNKSEIIPMPKISTSSNDS---------AKLLDSAAEDDRIVQ  
>Tc  WG----------------------------------------------SKMGVQEEEDMLIV----------------------------  
 
            
     ....|.... 
Dm   NTNAKQSDV  
Rp   ---------  
Nv   NC-------  











decapentaplegic  (dpp)  codifica  una  proteína  ortóloga  de  las  BMP2  y  BMP4  (Bone 




Todas  las  proteínas miembros  de  ésta  familia  se  originan  como precursores más  largos 
que  son  clivados  para  activarse  quedando  en  unos  110  aminoácidos  y  se  encuentran 
activos en forma de dímeros (Piek et al, 1999; Gelbart, 1989).  
A  pesar  de  la  gran  variedad  de  roles  biológicos  que  cumplen  estas  proteínas  los 
componentes  de  ésta  vía  de  señalización  se  han  conservado  sobre  grandes  distancias 
evolutivas  y  poseen  una  serie  de  estructuras  comunes  (Kingsley,  1994).  Son  secretadas 
como polipéptidos y  comparten cierto grado de de similitud de secuencia en el dominio 
maduro.  La  característica  de  ésta  familia  es  una  serie  de  siete  residuos  de  cisteínas 
completamente  conservadas  en  el  extremo  C‐terminal  del  dominio  maduro.  Esta 
característica además se encuentra conservada entre varios Phyla (Sanchez‐Salazar et al, 
1996)  y  en  particular  para  dpp  un  intrón  cuyos  límites  se  encuentran  altamente 












los discos  imaginales,  crecimiento del  ala  y halterio, morfogénesis de  la pata, desarrollo 
del  ojo,  patronamiento  del  corion,  remodelamiento  del  citoesqueleto  en  las  células  del 




En D. melanogaster  el  dominio maduro  de  dpp  posee  tres  regiones  bien  definidas 
cada  una  de  las  cuales  cumple  una  función  durante  el  desarrollo  embrionario:  dppdisk 
cumple funciones de patronamiento en  los discos  imaginales, dppshv  controla  la venación 
del ala y su pérdida de función provoca la letalidad de la larva y dppHin (región haplo‐letal, 
Haplo­Insufficiency near dpp) necesaria tempranamente en el desarrollo embrionario para 
la  formación  de  tejido  epidermal  dorsal  y  cuya  pérdida  de  función  provoca  la 
ventralización del embrión. 
A continuación se muestra la secuencia completa de dpp encontrada in sílico con las 





características  (GU906792.1). Esta  secuencia  parcial  ha  mostrado  estar  altamente 
conservada  como  puede  observarse  en  la  figura  20  comparada  con  ortólogos  de  otras 
especies.  El  fragmento  de  Rp­dpp  obtenido  corresponde  al  extremo  C‐terminal  de  la 
proteína.  Dado  que  esta  región  es  la  que  dimeriza  para  formar  el  producto  secretado 









  1     TTTTAGAGCTATTGCCTGCCAGCAATTTGATACAATTCAAGCAATTAAGATTCTCCTTAACTTAGGAAGA  
  71    ATTTTGGACTATCTAATCACAGACTTTATGTACAAAAAAGCCGTCATTTCAAATGATTTAAACAATATTT  
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………  
  3781  ATTTTTTGTTTTCCAATTGGCCTGAAGCTACGTTTAAAAACTTTTTTGGGCATTTTTGTATTTTTGCCTT  
  3851  CATACACCTTTTCCATAACGTCCCAACTACCAAATTAGGTGTGAATAGAGGTGTCTAGCCTCTAGCGAAT  
  3921  ATATTTTACTTTAAATACTCGTATTAACCATTAAATAAAATCCAATGTTTAGACCGGGAATCGAACCCAA  
  3991  GTAGTACCTCAATACTTCTAAGCTTTGCGGGCCTCGATTACCGTGGCGGCCTTTTGGATAACATCAAAGT  
  4061  GTAGTTTGTGTACTTATCCATAATCCACAATTTTTTCTTGTTATTGTGATTGTTTTTCGACAAAATTGTG  
  4131  ACTACTTCTTTTTTGCCCTGTGAACTAATTAACGAGGTTCCCTCAAGAGGTCACCAGACTCCAGTAATAA  
  4201  GAATTTCTTCGAAATTCTCTCCCGTTAATCTTTACAACAAACTTGGCATGCACTGTTCTCTCTGATGAAA  
  4271  CCTACTCCAACTCAAAATTGGAATTCAAAAATTGCCGATATTGCGGTTGTTTGATTCAATGCCAGTAATG  
  4341  GTATAAGTTCAATTCATCCACGATTGGCTGAATGTTCTAAAAACAAAAATAATGTTGAACGAAACAAGTT  
  4411  ACACTTTCTATTAGAAATGAAGAAGCTGAATTAATGAGGGAGAATTTTTGCTGAAACTTCTCCGCATAAC  
  4481  GTGATTTTATCTTTTGCGTTTTCTGGTCATTGCAACCTCAGCTAACAGTAGTTAACTCTAATTTTTGTTT  
  4551  TCACTTATTGTATTAAATATTTTCATTGCTTGAAATCTCCCAAAATTGGAATTATTAATCATTGTTGTTT  
  4621  GTTTGTACAGGAGTGTGATCGACGACCATGGTGTGGCTGGTGATGGTGATCTGGAGTGTTGCAGTGTTGC  
                                    M  V  W  L  V  M  V  I  W  S  V  A  V  L   
  4691  AGCAGGCTGAAGGAGATCGTAAAGCTGTTGAAACAGGATTGCTAAGAATGCTCGGATTGGAGAAAAGGCC  
        Q  Q  A  E  G  D  R  K  A  V  E  T  G  L  L  R  M  L  G  L  E  K  R  P 
  4761  TAGGGCAGTGCCTTCGTTAACCGTACCTGAAGATATGTTACAATTATATAAACAACAGACAGGTCTTGAT  
          R  A  V  P  S  L  T  V  P  E  D  M  L  Q  L  Y  K  Q  Q  T  G  L  D  
  4831  TTAGATACTCCTTTTCTGCCTCTTCCTGGCAGGATGACGAGATCAGCAAATACTGTTAGACGGTTTACCC  
         L  D  T  P  F  L  P  L  P  G  R  M  T  R  S  A  N  T  V  R  R  F  T   
  4901  ACTCAGGTAAAAAATACAGAAGTGTATTATTAAACATTTATTTCCGATGTTATTGTTTTTTTCTTCTCTT  
        H  S                                                                    
  4971  ACTGTGTGTCTGATTAAAATTGCAGGAAGTTGAATTTGGTTGAATAGGAATGTCAAAATAGAGTTTTCGT  
  5041  CACAATGGGTCAACCACTATAGAATCGTTTTTTCGGTTTATTAAGATTACCCCAATAACTGTTTTAACGA  
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
  8751  CTAGAAAAGCTAGCAGCTTTTCTTCTAGTCTGTCAGGTTATGTGGGGATTTCGGATAATGAGGAGATTGA  
  8821  TAAACTGGCCAAATTGGGAGCATTGCATCCATCCCCAATACAACTGTTGGCCTGTCTTTTGACACAGTTT  
  8891  GTATAAATCTGGTTTCCAGGCGTGGACAGCCTCGCAATCGTGGATTTTCGTCATATAAGAGCTTGGGCTG  
                           G  V  D  S  L  A  I  V  D  F  R  H  I  R  A  W  A  
  8961  GTGCCGTTTCATGCTTAAAAGGTTGCTTTCTGGGATCGCCAAGAGAAACTTTGGATAATTGTAGGTCTTC  
        G  A  V  S  C  L  K  G  C  F  L  G  S  P  R  E  T  L  D  N  C           
  9031  GCTCCTCACTGACTACTAGTATTTCATTTCCCCTGATTTAGCACCAAAAGTAGGTTGTTATGACAATGTC  
  9101  TATGAGGAGAAAAATTGGAACTGAAGTAGAAACCAATTAAAATTACCTCGCTATGATAAAATACCAAAAT  
  9171  TTTAGAACAATGTTGAAAAAATCGTGAAGAGAAAGACGTTTGAATGATTCGCATAAAATTTTTCCAACAG  
  9241  TTGAAATAAATCAGCGTAAATAAATTTTAATAATTTGCATTAAATTGAATGACGGTTTAACCTTGTTTCG  
  9311  TCATGACTCTGATTTAATTTAAATATTTAAATTAAAATCAAACTTTTCCAGAATTTTTAAATGCAAGGCC  
  9381  AAGTAGAAGTAGATACAATTGGAAGTAGATATTACTTAGACTATATAAGAGTGACTGTTTTTTCTTATGG  
  9451  AACTTGGTTTTTATGTTACAGGTAAAGGAGACGATAGGAGAAAACAACGAAACGATAGGTTCAGATTATT  
                                K  G  D  D  R  R  K  Q  R  N  D  R  F  R  L  F  
  9521  TTTCAACGTATCAGAAGTACCGAAAAATGAGAAAGTAACAGCAGCCGAATTAAAATTAACGGTATTAGGA  
          F  N  V  S  E  V  P  K  N  E  K  V  T  A  A  E  L  K  L  T  V  L  G  
  9591  GGTGAATTCGCTCAAAGAGTTTTAGTGCATGATATTGTGAGGCCTGGCGTAAAAGGAAAAAGGCCGCCAT  
         G  E  F  A  Q  R  V  L  V  H  D  I  V  R  P  G  V  K  G  K  R  P  P   
  9661  TGTTAAGGTTGCTTGATTCATCGAAAATTTCAAGAAAAGAAGGCGGTGCAGTAACTTTGGATGTACTACC  
        L  L  R  L  L  D  S  S  K  I  S  R  K  E  G  G  A  V  T  L  D  V  L  P  
  9731  AGCCGCAGAAAGATGGGCACTACATCCGAAACAAAATCACGGTCTACTAATTGAAGTGACCACGAAGAAA  
          A  A  E  R  W  A  L  H  P  K  Q  N  H  G  L  L  I  E  V  T  T  K  K  
  9801  GGTGCAAGACCTCAAAAACCAAGTAAATTACGTATTAAACGTGATTTAAATGGCCATTCATTATTATTAT  
         G  A  R  P  Q  K  P  S  K  L  R  I  K  R  D  L  N  G  H  S  L  L  L   
  9871  ACTTAGACGATGGTAAAATTCGCCAACCGAATTTAGAACAAATCTTATCTAGAACAAAACGTGCACAATC  
        Y  L  D  D  G  K  I  R  Q  P  N  L  E  Q  I  L  S  R  T  K  R  A  Q  S 
  9941  GTCGAAAAAACAGCGCAGAAAGGATGGACGAGATATTTGTAGAAGGCACGCTTTATATGTGGATTTTAAA  
          S  K  K  Q  R  R  K  D  G  R  D  I  C  R  R  H  A  L  Y  V  D  F  K  
  10011 GATGTTGGATGGGATGATTGGATAGTAGCGCCTCCTGGATATGACGCTTACTATTGCTATGGTGATTGCC  
         D  V  G  W  D  D  W  I  V  A  P  P  G  Y  D  A  Y  Y  C  Y  G  D  C   
  10081 CATTTCCATTGGCCGATCATCTAAATTCCACAAACCATGCTGTGGTGCAAACGTTAGTACACTCTGTCAA  
        P  F  P  L  A  D  H  L  N  S  T  N  H  A  V  V  Q  T  L  V  H  S  V  N  
60 
 
  10151 TCCAAGCGTTGTACCTAAAGCATGTTGTGTACCTACCCAATTGTCTTCAATATCGATGTTATATGTTGAC  
          P  S  V  V  P  K  A  C  C  V  P  T  Q  L  S  S  I  S  M  L  Y  V  D  
  10221 GATGAGAACATAGTTTTGAAGAACTATCAAGATATGGTGGTAGAAGGATGTGGCTGTAGATGAAACCTCT  
         D  E  N  I  V  L  K  N  Y  Q  D  M  V  V  E  G  C  G  C  R stop        
  10291 CCATCTTTTATCTGAAAACAAACAAAAATAATTCTATGCCTACTTTTTTATTTTTCTTGAATATTGTGAT  
  10361 ATTGTAAAGTGAATAGTCTTTATGTGCTTGTAAATAGATTGTTGTATATTGTAAATAAATTGCGTTAAAT  
  10431 TTAAGTAATAAAATAAATTTTTAACGGGTTAAATGAAAGAACCCATACAGTCATAGTATTAATTTCTTAT  
  10501 AGTTTATTAAGCAACGCGAACGATAAATAAATATAATTTGTTAAAGAGGGCATATACAACTTTGTAATTC  
  10571 CAAAACATTTATTTGGCACAAAAACTTAAACATCTTGATAAAAAGATATTATTTAAAAAGCTACTTAAAT  
  10641 ATTCAGTAGTGGAGAAATTCCAAGGAGAAGTTTTATGGAGCGCTGCCATCTGGTTAGGTGTGTATTCCAC  
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
  12881 TTTGAAATAGAACTTTTGTTTAGGATAATTCCTTTGTCATTTTCCTCATTTTCACATGTGCAGTTCAGTG  




intrón  conservado  en  todas  las  secuencias  ortólogas,  sombreado  (amarillo  en  el  esquema)  se  indica  el 






                 370       380       390       400       410       420       430       440       450         
        ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Dm-Dpp  SYLLLDTKTVRLNSTDTVSLDVQPAVDRWLATPQKNYGLLVEVRTMRSLKPAPHHHVRLRRSADEAHEQWQHKQPLLFAYTDDGRHKARS  
Tc-Dpp  ITRVI.S.V.DSRKNT...I..F...A..MQD.KT.H.I.IV.YSIGAK.SP.EK.L....--.T.PP..YQH.....T.....KNQQ.T  
Gb-Dpp  -------AQA.ARAP.VLEGEAEA.PR---------------------PA.R.AP......DV..HDDA.LP...V.I......KAPS.-  
Rp-Dpp  ------------------------------------------------------------------------R..N.EQILS--------  
        ------------------------------------------------------------------------------------------  
 
                460       470       480       490       500       510       520       530       540         
        ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Dm-Dpp  IRDVSGGGGGGVGGRNRRHQRRPARRKNHEETCRRHSLYVDFADVGWDDWIVAPPGYDAYYCHGKCPFPLADHFNSTNHAVVQTLVNNLN  
Tc-Dpp  G--------TELTKMRPKR.SSRRH...LKDP...RQM....GS...N......L.......G.E.EY.IP..M.T....I..S...SMK  
Gb-Dpp  ---------A.A.RSR.AAPGKKHHKPGKR.N...YP..........N...........F....E.....S..L......I....MHSVK  
Rp-Dpp  -------------RTK.AQSSKKQ.K.DGRNI....A.....K...................Y.D........L........E..-----  
        ------------------------------------------------------------------------------------------  
 
                550       560       570       580    
      ....|....|....|....|....|....|....|....|....   
Dm-Dpp  PGKVPKACCVPTQLDSVAMLYLNDQSTVVLKNYQEMTVVGCGCR  
Tc-Dpp  .KE..GP.......GQMS....GSDGS.I....K..V.......  
Gb-Dpp  .S-..Q....N.H.T.IS....DETDK.........A.L.....  

















Twist  es un  factor de  transcripción de  tipo hélice‐loop‐hélice  básico  (bHLH),  como 
dijimos  antes  se  expresa  zigóticamente  y  es  un  regulador  clave  en  la  formación  del 
mesodermo y también se expresa en los polos anterior y posterior del embrión temprano 
(Simpson et al, 1983; Nüslein–Volhard et al, 1984; Thisse, 1988; Leptin et al, 1991; Pan et 
al,  1991).  La  expresión  de  twist  es  absolutamente  necesaria  para  la  gastrulación  y  la 
diferenciación celular activando o reprimiendo genes que se encuentran corriente abajo a 
nivel  transcipcional.  Esta  habilidad  de  twist  para  comportarse  como  represor  o  como 
enhancer según el  contexto  tendría que ver con el hecho de que  twist  tiene el potencial 
para  formar  homodímeros  (que  se  ha  visto  está  involucrado  en  activación  en  D. 
melanogaster) y heterodímeros (involucrado en represión transcripcional) (Sandmann et 
al, 2007). 








al,  1989  y Mus musculus,  Gitelman  et al,  1997),  sin  embargo  estudios  en  la  expresión  y 
pérdida  de  función  indican  que  todas  las  proteínas  Twist  identificadas  se  encuentran 
envueltas  en  al menos  algún  aspecto  de  la  diferenciación del mesodermo,  pero ninguna 
tiene  función  en  la  gastrulación  y  determinación  del  mesodermo  comparable  a  lo 
obser D. l et al, 2vado en   melanogaster (Haende 000). 
A  partir  de  la  secuencia  hallada  in  sílico  para R. prolixus  podemos  observar  que  la 
proteína  predicha  es  mucho  más  corta  que  la  proteína  de  D.  melanogaster  (206 
aminoácidos),  lo  mismo  se  observa  en  las  secuencias  homólogas  de  T.  castaneum  y 
63 
 






1805   F 21). 7.179, de 14561pb ( ig.





  1     TTGGTATTGCTAGCAAACGGCTTCGAGGTTTGGATATTGTCAATAGTAGCAAGTAGGGAGAGTAAGATGG  
  71    AAGCTATTTTGTCATTCTCACGATGATGACTGAAGATGGTGTAGCTTACAATCAGCCTAAAAGTCCCGCT  
                               M  M  T  E  D  G  V  A  Y  N  Q  P  K  S  P  A  
  141   CGCTATTGTTCCGTAAGTGGGAAAACCACACTCGTAGGCATTGCCATCAAGATCTTTATATCAAATTTCT  
         R  Y  C  S  
  211   ACCAGATGATCCTGAGACCTATTTTTTTGTTTCCATTACTTGTTTACTGGTGCCGCGTAAATGTAGTTGT  
  281   AAATATTCAAATAAAGTTAAAAACAAAAAACGTTTCTTACAAAGATAACTAAAATTTATAAATATACTGA  
  351   CCCCAAAAATGTATAATTTATTTGTTAAAAGAACTAGGTTATTGGGCAATTTTCTACTTGGTTGGCCAAT  
  421   CAAATTTTATTGGTTTTGGACCGACTTTGGGCGAATTGGGCTCATTAGATTAAGAAATATATTCTGATTC  
  491   TTAGTGATTCTTAGAAGTTGCCGTTTCACTGCAGTAAGAGGCGTCACAGTCCATCACAGCGGAGGGGATG  
  561   GATGAACAGTAGTAGAAGTGGGTAATTTTAGGGCGGGGCGCAAGCACAACCTGGAGGGTAAGCCCCAAGG  
  631   CCCCCACACTAGGGTCAGTATAGTATTAGAGCCTGTAAGGTATTAGCCGCTTAAGATTTAATTTTTTATC  
  701   ATATTTTTACATTTTTTTTCTATATGTGACGAACGATAACAATGCAGTGCCGCCAGCAAAGAGTAGTCTA  
                                                        C  R  Q  Q  R  V  V  Y  
  771   CGAGTATTACGGTTATGAAAATGTTAAACAGGAAGATGAACCAATGTCCACAGATGATATGGTGTTAAGA  
          E  Y  Y  G  Y  E  N  V  K  Q  E  D  E  P  M  S  T  D  D  M  V  L  R  
  841   GTACCAGAACTAGTGCCTCTGTCGCAAAGACAGACGAACACTGGACAGCAGAGAGGAGCTGTTGGTTCTT  
         V  P  E  L  V  P  L  S  Q  R  Q  T  N  T  G  Q  Q  R  G  A  V  G  S   
  911   GTGGTAGGCGGTCTGCATCAAAGAGGCGGCGGGCAAGTCAAGAAGATGTGAATGCCCAGCGATTAATGGC  
        C  G  R  R  S  A  S  K  R  R  R  A  S  Q  E  D  V  N  A  Q  R  L  M  A  
  981   TAATGTAAGAGAGCGCCAGCGAACTCAAAGTCTAAACGAAGCGTTTGCTTCTTTAAGAAAGATCGTACCT  
          N  V  R  E  R  Q  R  T  Q  S  L  N  E  A  F  A  S  L  R  K  I  V  P  
  1051  ACATTACCTTCGGACAAACTATCAAAGATACAAACACTGAGGTTGGCATCCAGATATATAGACTTCTTGT  
         T  L  P  S  D  K  L  S  K  I  Q  T  L  R  L  A  S  R  Y  I  D  F  L  
  1121  ATAGGGTGTTGGAAGAGGCTGACATGGACCATGATCAAATGAATGGACACGAAGAAGATGATGATATGAG  
        Y  R  V  L  E  E  A  D  M  D  H  D  Q  M  N  G  H  E  E  D  D  D  M     
  1191  TAAGTATTATTTATATTTATTGGTAATGAAATTTATGTTAATCAAAAATCTGTAGAAAGTTAAAGGTATA  
  1261  TACGGTATATAAAGGAATATTTTAGTTTCATAGAATAATAGTTGACAACTTATTGACTGCGATTGTGCAG  
  1331  ATTTTAGATCTAATTGAGTTTCCATGATTTGTGACATCCTGAGTCCAAAAACGTGGTATTTACTGTGTTG  
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….  
  4691  TAGGTGACGAAGTTAATTGGGGTTATTTTAGAGAAAAGAAAAACAACGTTTTAATACTCATTTGCTGCTT  
  4761  ACGGATATTAGGAGAAAGTGGCAAGCGTGATTAAAGTAAAGTATTCGCCTATTTTTTCAGGCGGGGCTTA  
  4831  ACGTCCAACTACCATTTAGGTGTCGTGGACGGAGGCGACTAGCAAACATACTTTACTATAAATTTCTTTT  
  4901  ATTAACCATTAAATAAAATCCAAGGTCTAGACCGGGAATCGAACCCAGCACCACAATACATATTAGCTTC  
  4971  GCAGGTCTCGTGATTATTTGCCCATTATAACGAATATTAAGTTTGAGCTTTAGCTATCTACACCTCGTAT  
  5041  TTGTTTTGTCTCGCCACACAAACCCATTTCGTGCGACGTGAACCTCAATCCATGTGAGTTCCTTAATTT  
                            K  P  I  S  C  D  V  N  L  N  P                    
  5111  CCGTTTCCATCTAACATTCATCCTAATTCAACTAATTACTATTGCGACAATTCCTCCATTAGTAAGAAAA  
  5181  TAAGAAAGAAAAGTAAAATAACTGGTTTAATTAATATTAATTGTAAGCTTTGCGACATGTTTCCTAACCG  
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….  
  10711 GGTGCAGAGCACCATTATTAAACTAACATAAGTTTTTTTAGTATGACCGTAACAACAATTATTCAGTGAA  
  10781 TTTATTTGAAAATAAATAAAACTAATTACAAATTTTTGTGTTTTCTGTTTTATATAAATACATGGCTCAT  
                                                             Y  K  Y  M  A  H  
  10851 GAGAGGCTTAGTTATGCCTTTTCAGTGTGGAGAATGGAGGGTGATTTTGGAGTTCCAAGTGGACAGTGAC  
         E  R  L  S  Y  A  F  S  V  W  R  M  E  G  D  F  G  V  P  S  G  Q  * 
  10921 AATCAGAAAATTATTAAAATCTTTTATACTTGAAAATTTAAATTGTTTAACAAACAACGAGTTTATTCCA 
………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
  14421 TGGATATTACAAATACAAAGAATACAAACAATTTAGAGAATCAGTAATATAAAGATAAATAAATAAAATA  
  14491 CAATAATGTTTTTATAATTATTGAAAACTTACGTGGCTATACGTGCTTTGTAACTCAACCAACCCGCATA  
  14561 GCC  
Fig. 21. La simple línea de puntos corresponde a la abreviación del intrón, sombreado (verde en el esquema) 
se encuentra el dominio hélice‐loop‐hélice característico de los factores de transcripción y la única porción 






                     10        20        30        40        50        60        70              
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Rp-twi  1   ----------------------------------------------------------------------  
Tc-twi  1   ----------------------------------------------------------------------  
Am-twi  1   ----------------------------------------------------------------------  
Dm-twi  1   MMSARSVSPKVLLDISYKPTLPNIMELQNNVIKLIQVEQQAYMQSGYQLQHQQQHLHSHQHHQQHHQQQH  
 
                     80        90       100       110       120       130       140         
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Rp-twi  1   ----------------------------------------------------------------------  
Tc-twi  1   ----------------------------------------------------------------------  
Am-twi  1   ------------------------------MKIMQTTQPVSLQTQRIQGLYLLDNNDSSGIPHSAESSAS  
Dm-twi  71  AQYAPLPSEYAAYGITELEDTDYNIPSNEVLSTSSNQSAQSTSLELNNNNTSSNTNSSGNNPSGFDGQAS  
 
                    150       160       170       180       190       200       210       
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Rp-twi  1   ---------------MMTEDGVAYNQPKSPARYCSCRQQRVVYEYYG---YEN-------VKQED-----  
Tc-twi  1   ---------------.DLTNSTEK-FLPTVLPHQEVPPPFGY.HEEPPLF..---------ERP.-----  
Am-twi  41  NSPDHYERFSPSTHL.DLSSPPEHRDLPIYQSHHHLHHHQ.L.QQSPYLM...PDEEKRYQEHPNGKILR  
Dm-twi  141 SGSSWNEHGKRARSSGDYDCQTGGSLVMQ.EHKKLIH..QQQQQQHQQQI.VDYLPTTVDEVASAQSCPG  
 
                    220       230       240       250       260       270       280       
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Rp-twi  40  ----------------------------------------------------------------------  
Tc-twi  40  -----------------------------FVAP-------------------------------------  
Am-twi  111 ELQTDYDRRLHDNSPSFLSDHSRDQEQNLYLTPSPQMYSSGGEEITPRQSHQSYHHMDSVEYKPEIMEYK  
Dm-twi  211 VQSTCTSPQSHFDFPDEELPEHKAQVFLPLYNNQQQQSQQLQQQQPHQQSHAQMHFQNAYRQSFEGYEPA  
 
                    290       300       310       320       330       340       350       
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Rp-twi  40  --------EPMSTDDMVLR-------VPELV-----PLSQRQTNTG----QQRGAVGSCGRRSASKRRR-  
Tc-twi  44  -------YIKVEA.EEAP--------.LKSR-----SFG-.KRKS-----ISSDEEN.FQGKHK.R.KAP  
Am-twi  181 PDVEEQRYKQVEISQ.TEPSSSTKSY.L.GP-----RNGK.KRKSSTIENESETESNASSTKTKMR.KSG  
Dm-twi  281 NSLNGSAYSSSDR...EYARHNALSS.SD.NGGVMS.ACLADDGSAGSLLDGSD.G.KAF.KPRRRLK.K  
 
                    360       370       380       390       400       410       420       
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Rp-twi  85  ----ASQEDVNAQRLMANVRERQRTQSLNEAFASLRKIVPTLPSDKLSKIQTLRLASRYIDFLYRVLEEA  
Tc-twi  88  ----Q.F..IQH..V......................SI..M...........K..A.......H..SN-  
Am-twi  245 ----.TF.EIQN..V..................A....I..............K..T......FQ..HCN  
Dm-twi  351 PSKTEETDEFSN..V..............D..K..QQ.I..............K..T......C.M.SSS  
 
                    430       440       450       460       470       480       490       
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Rp-twi  152 DMDHDQMNGH--------------EEDD--DMKPISCDVNLNPYKYMAHERLSYAFSVWRMEGDFGVPSG  
Tc-twi  153 -ENALDVD------------------------------LIG.VCS.VVRDK.LK..TR......WSDC.S  
Am-twi  312 MENTEGADDA--------------S.RNPRSAVLAAREITSSSCS.....K...........D.WNSNL-  
Dm-twi  421 .ISLLKALEAQGSPSAYGSASSLLSAAANGAEADLK.LRKA.GAPIIPP.K...L.G.......AQHQKA  
 
             
            . 
Rp-twi  206 Q  
Tc-twi  193 .  
Am-twi  366 -  














zerknült  (zen)  descripto  inicialmente  en D. melanogaster  a  partir  de  su  fenotipo, 





este  cambio  los  datos  existentes  sugieren  que  habría  ocurrido  luego  que  los  clados 
Hexapoda‐Crustacea y Chelicerata‐Myriapoda hubieran divergido (Falciani et al 1996). 
zen codifica un factor de transcripción homeobox y es blanco de los gradientes de 
morfóg s tanto maternos ceno   omo zigóticos dorsoventrales. 
En  D.  melanogaster  durante  los  estadios  más  tempranos  del  blastodermo  el 
gradiente  de  la  proteína  Dorsal  reprime  la  expresión  de  zen  en  la  mitad  ventral  del 
embrión  confinando  su  transcripción  al  dominio  dorsal.  Durante  la  gastrulación  niveles 
altos  de Dpp  en  la  línea media  dorsal  activan  la  transcripción de zen  en  las  células  que 
darán  origen  a  la  amnioserosa,  por  lo  que  esta  última  está  restringida  a  un  dominio 
mínimo en la línea media dorsal. 
Se  han  hallado  homólogos  de  zen  en  T.  castaneum,  S.  gregaria  y  O.  fasciatus 
(Falciani et al 1996; Van der Zee et al 2005 y Panfilio et al 2006). En T. castaneum existen 
dos formas de Zen, 1 y 2. Zen 1 se encuentra implicado en la especificación temprana de la 
serosa  de  posición  anterior  y  dorsal  y  en  este  caso  estaría  cumpliendo  un  rol  de 
patronamiento  anteroposterior.  En  D.  melanogaster  Zen  1  derivaría  en  bicoid,  un  gen 
materno  que  establece  la  polaridad  anterior,  mientras  que  Zen  2  mantiene  su  función 
extraembrionaria y corresponde a Zen. Algo similar ocurre en S. gregaria, estas diferencias 
con  D.  melanogaster  tendrían  que  ver  con  el  hecho  que  tanto  T.  castaneum  como  S. 







Es  decir,  en  D.  melanogaster  las  membranas  extraembrionarias  constituyen  un 




gran  porcentaje  del  embrión,  tomando  la  expresión  de  este  gen  un  rol  mucho  más 
impo nrta te. 
La  secuencia  del  gen  se  encuentra  codificada  en  el  supercontig  18033.98,  cuyo 
tamaño es de 30591pb (Fig. 23). La comparación de la secuencia hallada para R. prolixus 
(275  aminoácidos)  comparada  con  secuencias  ortólogas  muestra  que  fuera  del 






1     TAATTTAACCCACATTAATAATTTTTTAAAAAAAATTTGTTCATATATTTTGCGACTGTAATCAATGTGC  
71    AATAAGCAAAAGAGATGAGAGATAAGGAAATCGTGCAAATATACATACATATGTACACGCATGTTGCACT  
……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….  
17011 TACTCATAGTAATGCTAAAACAAACTGTAGACTTTTTCCAACATTTAGCTGTGTAACAAAGGGGCAAGAG  
17081 TGCCCCAAATGTAGCCTTCTTACTGGGCTGTAAAACTGGAATTAATCCAGAAATTCTTTTTCTATTTTAC  
                  *  P  S  Y  W  A  V  K  L  E  L  I  Q  K  F  F  F  Y  F  T  
17151 AGACGAATCTGGGAACTCGAGACCAACCAGTTCTGGAACGAAAAGAGCAAGAACAGCGTACACAAGTGCA  
        D  E  S  G  N  S  R  P  T  S  S  G  T  K  R  A  R  T  A  Y  T  S  A   
17221 CAACTAGTCGAATTAGAAAAAGAATTCCATTTTAACAAATATTTATGCCGACCGAGAAGAATTGAAATGG  
       Q  L  V  E  L  E  K  E  F  H  F  N  K  Y  L  C  R  P  R  R  I  E  M   
17291 CAGCGCTACTCAGACTTACCGAGAGGCAAATTAAAATCTGGTTTCAAAATCGAAGGATGAAATACAAGAA  
      A  A  L  L  R  L  T  E  R  Q  I  K  I  W  F  Q  N  R  R  M  K  Y  K  K 
17361 AGATCAACGAGCTAAAGGACTTCCCGTCGGTATGTACATATATTAAATTTGGCAATTTTTGTAGCTTTAT  
        D  Q  R  A  K  G  L  P  V   
17431 CTTATTTAATTTTTAAAGAAATAGATTTTTTTTATATTTATTTCACCTTTAATTGAAGGCCTATAATGGT  
17501 GTGAATTTACTACAAACATGCGAAATACACCACAAAATAGCCTGCAGCTGTGCTCTTATACTGCCATTAT  
17571 AATGTCATTGAATAGACATCATTATATAACTATTTTTAGGCTTCTTTTTCAATTATTATTGGTTATTTAA  
……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….  
19321 GATACCAAAGCGGTGTCCAGACGTCATTTACGAAATACAAGAACAGAAAAATATATTAATTAAGTTTTAT  
19391 TTGATATTATGAACGAATATGATAGACAATTTAAGGAAGTGTTCTCTAATACTTTATTAAAAAGAGTTTC  
19461 TTTGTTTCCTAGGGCATTCTGACGTGACGTCAACGGGCGTAGAACAACAAAGCCATCATAACGGAGGCGG  
                  G  H  S  D  V  T  S  T  G  V  E  Q  Q  S  H  H  N  G  G  G  
19531 AGGAGTAAGTCCACCACTATCTACATGCTCTTACGAGTCACCATCACCACCCGCAGCAACTACCACCCTG  
        G  V  S  P  P  L  S  T  C  S  Y  E  S  P  S  P  P  A  A  T  T  T  L  
19601 AAATTACCTCATCCACATCAATCAATTCCACAACAACAGCCTCAATCGTGGACATGGGGAGACACACCAT  
       K  L  P  H  P  H  Q  S  I  P  Q  Q  Q  P  Q  S  W  T  W  G  D  T  P  
19671 ACCCAAATTCTCAACAACCAACATTTCCGGCTACAACTTCCACAGTTCCACCGCTACAAGATGTACACAA  
      Y  P  N  S  Q  Q  P  T  F  P  A  T  T  S  T  V  P  P  L  Q  D  V  H  N  
19741 CGACTTACTAGCAACATGTCTGGGCACTGCACAACCAACAGGCGATGTGAACGCTGATTGGCATGCTGAA  
        D  L  L  A  T  C  L  G  T  A  Q  P  T  G  D  V  N  A  D  W  H  A  E  
19811 CACTATTTCACTTCTCATCCGCAAACCTTTCATCACCAACAACATGCGCAACAATCTCAAGTGTACATAA  
       H  Y  F  T  S  H  P  Q  T  F  H  H  Q  Q  H  A  Q  Q  S  Q  V  Y  I  
19881 AACAGGAGTATGTAAATTCATCGGAACCATATTACTGGCAAAGCCATCAACATCAAGAACAATTACACGA  
      K  Q  E  Y  V  N  S  S  E  P  Y  Y  W  Q  S  H  Q  H  Q  E  Q  L  H  D     
19951 TCCTCTGCACGATTTTCAGCAGAAATTATCACCAGAACAATTTACGCAATTATAAATCTTCATAAATTCA  
        P  L  H  D  F  Q  Q  K  L  S  P  E  Q  F  T  Q  L stop   
20021 CTATAGTGAATCATAAAATCAAACTATCTCAGTAAATAATGTAAATATCGGTTATAAATTAAGTGAACAA  
……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….. 
30311 ATTTTTGTTTCACATGGCAGTACCTATTGACTGTTCCAAGTGGAAATATCCTTGCTAAAGTAACTGCGGA  
30381 ATGGTCATTCCAATGTACCACCTCAATTCCGCGTTTCCAATCTAATATGCTTCCCCCCACCCATTTCGTC  
30451 ATCACTGTAATTACAGCCGCTTCAGGTGGAACAATAAAAAATTCCGTCTCACGAACAAATTCATCATCGG  
30521 ATTCGTTGTTATTGTAGTAAGTTTAAGGCCTCCTCGAATATCAGCCCATCTTTCACTTTGAAATGTGCAT  
30591 TTTTTTTTAAAAAAAA  
 
















                     10        20        30        40        50        60        70              
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Dm-zen  1   MSSVMHYYPVHQAKVGSYSADPSEVKYSDLIYGHHH--DVNPIGLPPNYNQMNSNPTTLNDHCSPQHVHQ  
Dp-zen  1   ...........HP-----TTA.PV......L.....SASLQ.TS.Q-..T.HSVSSIPEHPSLQQH.HQ.  
Tc-zen  1   -------------------------------MSYSQFENQAVLQSYNFLQEKTTYEYYE.NQAL.PITYP  
Sg-zen  1   -------------------------------M..ASLAPSSYVNTHSVGPPKPPL.VIASSSPAVTAGAK  
Of-zen  1   ---------------------------------------MSYSEEYTVWQPQ-----------------.  
Rp-Zen  1   ----------------------------------------SYWAVKLELI.K-----------------F  
 
                     80        90       100       110       120       130       140         
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Dm-zen  69  QHVSSDENLPSQPNHDSQRVK------------------LKRSRTAFTSVQLVELENEFKSNMYLYRTRR  
Dp-zen  65  .QL......S....Q.T....------------------...............................  
Tc-zen  40  PSDWNCPQYNAP.YMS.VLQLPTVTEIQETQPQRTKPTAG..A...Y..A......R..HHGK..S.P..  
Sg-zen  40  PVSV.ASSS.TR.STG.GPTI------------------S..A...Y..Q..I...K..SI.R..C.P..  
Of-zen  15  PLHHTVKQRENV.PTKT----------------------A..A...Y..I......K..HF.R..C.P..  
Rp-Zen  14  FFYFT..SGN.R.TSSG----------------------T..A...Y..A......K..HF.K..C.P..  
 
                    150       160       170       180       190       200       210       
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Dm-zen  121 IEIAQRLSLCERQVKIWFQNRRMKFKKDIQGHREPKSNAKLAQPQAEQSAHRGIVKRLMSYSQDPREGTA  
Dp-zen  117 ..................................A.AS.................Q...........AA.  
Tc-zen  110 .Q..EN.N.S...I..........H..EQMNKVSTPRSSPAETASSLSPQ------SVA.TASSADHQ--  
Sg-zen  92  ..L.AQ.G.T...I..........Y..EKKAKEAMEAAEAAGSD.ELSAHR.QSSG.STHSQ.KSTSSPP  
Of-zen  63  ..M.TQ.R.S...I..........Y..ERRAKGVLVAHSEISSTVES.Q-------GVSDALGQITA.--  
Rp-Zen  62  ..M.AL.R.T...I..........Y...QRAKGL.VGHSDVTSTGV..QS.HNGGGGVSPPLSTCSYESP  
 
                    220       230       240       250       260       270       280       
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Dm-zen  190 -----------------------------------------AAEKRPMMAVAP----VNPKPDYQAS---  
Dp-zen  187 S----------------------------------------......AV.A.VPSVVAA.P.VVA..AAS  
Tc-zen  171 -------------------------------------------IVDRLLSH..IDSANQWYSQT------  
Sg-zen  162 PLKGLANPGPSAAICATMPTAAATAIGGGGGCTLDGYQNPGPDFNELLVTHK.VQQTPHVS.PV.INPN-  
Of-zen  123 -------------------------------------------CGDTFVME.VQQ--PSST.--------  
Rp-Zen  131 ---------------------------------------SPP.ATTTLKLPH.HQSIPQQQ.QSWTWG--  
 
                    290       300       310       320       330       340       350       
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Dm-zen  212 ----QKMKTEAS-------TNNGMCSSADLSEILEHLAQTTAAPQVSTATSST------GTSTNSASSSS  
Dp-zen  217 FYGQT.T.PQ.IPNISNNNN..S....-...........S..L.AAA.VAP.APGAAIG..TSG.SGVAA  
Tc-zen  192 ---------------------------------------------------------IDNSYQFCDNLQY  
Sg-zen  230 -------F.PTEAYDSSNYFSQQ.QYDYLQPNVS.DRL.HYQMHVPPQVYQP.FQSMLPAGFPQPDDLL.  
Of-zen  140 ------------------------ETAYVATG--------------------------GYCWNAGDFLAG  
Rp-Zen  160 ------------------------DTPYPN.QQPTFP.T.STV.PLQDVHNDLLATCLGTAQPTGDVNAD  
 
                    360       370       380       390       400       410       420       
            ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
Dm-zen  266 SGHYSYNVDLVLQSIKQDLEAAAQAWSKSKSAPILA-TQSWHPS---SQSQVPTSVHAAPSMNLSWGEPA  
Dp-zen  286 ..............................AG.V..NA.A....GGG.S.T..-V.........A.....  
Tc-zen  206 .FDNQCSG-----T.DWA.PKQEDCFYQEG----------.NGQ-------------SFDVSQPALTTL-  
Sg-zen  294 VLPG.SMDIKPPVIQ.MEHMDTY.EPLQAGLV.AYKQEIF.D.QDQQQ.Q.QQQQQ.PP.AYPDNYA.NN  
Of-zen  160 -YAEDCLP---------QPGEWQ..YP.DG-------GYF.Q.--------------QLELQSEHFT.L-  
Rp-Zen  207 WHAEH.FTSHPQTFHH.QHAQQS.VYI.QEYV-NSSEPYY.QSHQHQE.LHD.LHDFQQKLSPEQFTQL-  
 
                    430       440  
            ....|....|....|....|.... 
Dm-zen  332 AKSRKLSVNHMNPCVT--SYNYPN  
Dp-zen  355 .......IS.I....AGAG...Q.  
Tc-zen  246 ------------------------  
Sg-zen  364 SSASYST.SPPSLTEL--------  
Of-zen  198 ------------------------  

















Durante  las  primeras  fases  del  desarrollo  embrionario  el  mismo  se  encuentra 
controlado por los ARNm y proteínas aportadas por la madre y luego a partir de lo que se 




que  tienen  que  ver  con  la  celularización  y  determinación  del  sexo  y  en  el  ciclo  14  el 
blastodermo celulariza y se inicia la transcripción zigótica. 
Todos estos genes comparten una serie de motivos de DNA denominados TAGteam 
en  sus  regiones  reguladoras  sin  las  cuales  se  inhibe  la  activación  temprana.  Existen 
muchos  factores  de  transcripción  que  se  unen  a  estos  TAGteam  (De  Renzis  et al,  2007, 
Harrison,  et  al,  2010,Liang  et  al,  2008)  pero  la  evidencia  existente  hasta  el  momento 
sugiere que zld es el más importante en la regulación de expresión de estos genes ya que 
su mutante negativo trae como consecuencia defectos en la mitosis y celularización en el 
ciclo    i14. Por este mot vo se lo ha denominado “factor de transcripción pionero”. 
Se  cree  que  la  actividad  de  zld  no  solo  regula  directamente  la  transcripción  de 
transcriptos  zigóticos,  sino  que  además  su  unión  al  ADN  está  asociado  al  control  de  la 
accesibilidad  y/o  modificación  de  histonas,  jugando  un  rol  crucial  en  el  manejo  de  la 
transición  materno‐zigótica  reclutando  o  repeliendo  proteínas  remodeladoras  de  la 
cromatina, manteniendo estas zonas accesibles (Harrison et al 2011). 
Estudios sobre embriones tempranos que carecían de la expresión de zld revelaron 
que  el  70%  de  los  genes  que  normalmente  se  activan  en  las  primeras  dos  horas  de 
desarrollo  se  encontraban  inhibidos,  fundamentalmente  aquellos  relacionados  con  la 
celularización,  determinación  sexual  y  el  patronamiento  dorsal  (donde  tiene  un  rol 
importante potenciando la actividad morfogenética de dl). También se observó que zld es 
necesario  para  la  correcta  expresión  en  el  tiempo  afectando  genes  tanto  del  eje 













1      TAACCCCTCCCCCCAAATAAGTCATTAATAAACGCTGCTCTGCTGCCTTCCGTGAATAAAAAAATATCAA  
71     TATTGGCATGGTCCACTTTAATTTAAAAAAAAATTAAATGGTTAACACACTTTAAAAAAAAAAAAGTCGA  
……………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………  
48931  ATATGTGAGTGATACACGCGTTCGAGGTGTACATTTTTTTTTTGGTAGTTTTTTTTTAGTTTTTGGTTTA  
49001  TTTCGTTATGCATTTTTTGAAATACTAAAAAACGCAAAACAAAAAATACTAGCACTAAAGTTCGCGGTGC  
49071  CCCTTTTTAATTTTTTTTTTTATTTTCCACAAGTCAAGAAATATTTGTTGTGTAAACAAGAAAATTAATT  
49141  AGTGCACAAGATTAAAGAATGTAAATGAATTATACTTTTATAAAATAGAAAATGAATTAAGTGTTTTGAT  
49211  GAATTTGAACTTAGTTGATCTTAATTGCTTTAAGTTTAGTGAAATACTATAATAAATAGAGAAATTAATT  
49281  CGTGCTAATCAACTATGGAGCCAGTAAACTCCTGTACAGACTGTGGACTAGTGTTTGATTCGTCTAAAAG  
                      M  E  P  V  N  S  C  T  D  C  G  L  V  F  D  S  S  K  S 
49351  TTTGGACGTACATTTGAGTTACCACAAGGAGAATCTGTTGAGCAAGTGGGGTAGTTCTGCGACCGGTGGT  
         L  D  V  H  L  S  Y  H  K  E  N  L  L  S  K  W  G  S  S  A  T  G  G  
49421  GGTGCCGGCACGGGATCGGAGGCCAACAACAACGTCAACGTGAAGAAAGAGAAAGTGCAGCCCGACAGTT  
        G  A  G  T  G  S  E  A  N  N  N  V  N  V  K  K  E  K  V  Q  P  D  S   
49491  CAGATTTCCTATTTGATTTCCAACAACAACAAGAGTATCGCCATCAACAGTTGCAGCACCAACACCAGCA  
       S  D  F  L  F  D  F  Q  Q  Q  Q  E  Y  R  H  Q  Q  L  Q  H  Q  H  Q  Q 
49561  GCAGCAACACCAACAACAACACCAGCAGCAGCAAATGATTAGCCGAGGTTACAGGTTCCATCCTTATGGA  
         Q  Q  H  Q  Q  Q  H  Q  Q  Q  Q  M  I  S  R  G  Y  R  F  H  P  Y  G  
49631  TACGAACGACAGGTTAGCTCTAGCCAGGTTAACTGTGAGAAATGTGGCCTCAGCATGGACGCCAGTCAAT  
        Y  E  R  Q  V  S  S  S  Q  V  N  C  E  K  C  G  L  S  M  D  A  S  Q   
49701  TAGCCGAGCACAATGCTCAAATGCATCCGTGGGAAGAACCACAGGCAGAGATATTAGATTTAGACTCACA  
       L  A  E  H  N  A  Q  M  H  P  W  E  E  P  Q  A  E  I  L  D  L  D  S  H 
49771  TAAAGTGCATGTGTACCAACCGCCTGAAGAGACTCCCCCTTGGAGATACTTCAAAGAGGAAAATGGAAAT  
         K  V  H  V  Y  Q  P  P  E  E  T  P  P  W  R  Y  F  K  E  E  N  G  N  
49841  ACTAGTCCAGAGTTGGGTGGTGTAAGCACGACTACAAACAGCGGGGGCGGCAACGATCTGTACAGCTATG  
        T  S  P  E  L  G  G  V  S  T  T  T  N  S  G  G  G  N  D  L  Y  S  Y   
49911  AGCCGTCTCCACAGCAAAAGTTCCTGCCTAAAGCGGCCGCCTGGAAGAGTAACGAAGCTAGACGGCCCAA  
       E  P  S  P  Q  Q  K  F  L  P  K  A  A  A  W  K  S  N  E  A  R  R  P  K 
49981  AACGTACAACTGTTCCGCTTGTAACAAGTGGTTTACGTCGTCCGGTCACCTGAAGCGTCATTACAATACA  
         T  Y  N  C  S  A  C  N  K  W  F  T  S  S  G  H  L  K  R  H  Y  N  T  
50051  ACGCTGCACAAGAACGCGGTGAAACAGAGTGGCGGACTAGATCCAGCTTCAATGCCGGTAGCGTCACATC  
        T  L  H  K  N  A  V  K  Q  S  G  G  L  D  P  A  S  M  P  V  A  S  H   
50121  ACCATCCGCCCCAGCAACCTCCTCAACAACAACAACAGCCACAACAGCAGCAGCAACATCAAGAGGAAAC  
       H  H  P  P  Q  Q  P  P  Q  Q  Q  Q  Q  P  Q  Q  Q  Q  Q  H  Q  E  E  T 
50191  TACGTCCTCGACTACTACTTGGCACCAGCCCCAGTCGGTGGGTGGACCAAACTCGGGCGGCCAGCAGTCT  
         T  S  S  T  T  T  W  H  Q  P  Q  S  V  G  G  P  N  S  G  G  Q  Q  S  
50261  GCACCGGCCGCTCTGTACGCTCATCATCCGCCACCTGACGTGGCTCCGCCGCCGAGTGCATACTTTCTGT  
        A  P  A  A  L  Y  A  H  H  P  P  P  D  V  A  P  P  P  S  A  Y  F  L   
50331  CCGGCTACCATCACCCAAATGGGGAGCCCCCCCGCCGTATGTTACCGAGTTTCTCCCAGTTGACGGGAGT  
       S  G  Y  H  H  P  N  G  E  P  P  R  R  M  L  P  S  F  S  Q  L  T  G  V 
50401  CTCGTACGATCGGGACATGGCGGGGGGGCTGGAAGATCACCGGGAAGCCGTCTTGGAGATGCATCACCAG  
         S  Y  D  R  D  M  A  G  G  L  E  D  H  R  E  A  V  L  E  M  H  H  Q  
50471  GTTCAGCCTCCTCTTCAGCCGCAGCAACAGGACCTCACCTCCATCTCCAAACATCTTCTCTCCACTCAGG  
        V  Q  P  P  L  Q  P  Q  Q  Q  D  L  T  S  I  S  K  H  L  L  S  T  Q   
50541  TAAGTTATATTTAACTAATATATAAAGAACAAATAGGTAGTCATTTCACAGATAACCTCTTGAGGCCATT  
50611  AATCTCAGATCAACCAACGAAACAAAATTAATCGAATAATTCAACGATGAGACAATCAAGCATCTAAAGT  
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………. 
52571  TAATGCACTGAACTGCATAAATCTACTTTCTCAATACCATAAACAAGTAAAAATGCTCAGTTTCATCAAG  
52641  TGCTACTCTATCATCCAAGTCTGAAGACAAAATCTCGAAACTATCCAGACCAGCCTGATGAATCGATCTC  
52711  TGAAGGTTAAAGAAAATAAGCCGGATATAAGCGTATATTAAAATGGATTAATATTTGTACACAGGAAGTT  
52781  GCTAATATCCTGGCGTGACAAACTAAATAGCCTTCATGTTATGCCAAAATTTCAGACTAGAAGAAAAAAT  
52851  ATCCTTTTAGCTTAGCAAATTAATAAATGTTATTATTAATAATTTTGAAAAAAAAAGAAGACAATTTGTA  
52921  TTTAATATTTTGCAGCTCATGCCTGTTTACTTGCACCCGCCGCCGGTAGTAACCTGCACAGATACCCTTC  
                       L  M  P  V  Y  L  H  P  P  P  V  V  T  C  T  D  T  L   
73 
 
52991  TTGTTGGCAATGAAAACAGCACACCGCCTCCTGTATTTCGCAATCAGAACAATACCTCATCACCACCAAC  
       L  V  G  N  E  N  S  T  P  P  P  V  F  R  N  Q  N  N  T  S  S  P  P  T 
53061  CTACTCTCCTGCTTATGATCCTGCGACGGCGGTACGTTTATTTAATTTTCTTATATTTAAAATCTTATGG  
         Y  S  P  A  Y  D  P  A  T  A    
53131  TTAACACTTACTTGTGTTATTGTGTTGTGCAATAGCTGTATAATTGTGGCAAACAATGCTAAAATACAGT  
53201  TTATGCCACTAGTTTTTAATTTTTGTTCCAATATAGCGGTGACTCGCGCTTGTGCCAAACTACATGGAAA  
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
55231  CCAGTTGCCTCAAGACTGCCTTGTCACCTCTTGTTCTTCTTTCGCCGCCAAGTTTTCTTTAGGCATTATT  
55301  TATTTTTATTTTGTTTAATTTTAATTTTTGTTTATTTATTTTTTATTTTTTGAATTTTTGATTGACATTT  
55371  GTAAAAACTTGGATTTTGCAGGTAGTGAGTTCCACTCAAGAAGAGGCGACACAAGTACATAAGTGTATAG  
                             V  V  S  S  T  Q  E  E  A  T  Q  V  H  K  C  I  
55441  ACTGCGACAAGACGTTTAATAAAGCCTGCTATTTGACCCAGCACAATAAATCCTTCCATGCGGGTGACAA  
       D  C  D  K  T  F  N  K  A  C  Y  L  T  Q  H  N  K  S  F  H  A  G  D  K  
55511  ACCTTACAAGTGTAATCGGTGTGGCAAACGTTTTACCCAGGAATATCTACATTTGGAACATCTATCCAAA  
         P  Y  K  C  N  R  C  G  K  R  F  T  Q  E  Y  L  H  L  E  H  L  S  K  
55581  CATGCCGGTGAAAAACCGCATAAATGCGAAATATGTCCAAAACAGTTTAATCATAAAACTGATTTAAGAA  
        H  A  G  E  K  P  H  K  C  E  I  C  P  K  Q  F  N  H  K  T  D  L  R  
55651  GGCATATGTGTTTACATTCCGGTGATAAACCTTATGCATGCCATTTTTGTGGCAAAGGTTTCATACGAAA  
       R  H  M  C  L  H  S  G  D  K  P  Y  A  C  H  F  C  G  K  G  F  I  R  K  
55721  AGATCATATGTTAAAACATTCTGAAACGCATAGGAAGAAACAGAATGCTAACCATAAGAAAGATGATTTC  
         D  H  M  L  K  H  S  E  T  H  R  K  K  Q  N  A  N  H  K  K  D  D  F  
55791  CTAAGATCAATGGTAGTGCAACAGGTGATGCAATAGTGCGATAAATTCGAAATAATATCATTTGATGCAT  
        L  R  S  M  V  V  Q  Q      
55861  TATTTTAAACTGCCAAAGACGTGCCATTTGGACAGACGAACAACTACTCGTTAAGTTTAAGTATAAAAAA  
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
56631  TTCACGTATTTTGTCCTCTAGCATGTTATTCAATTTCTTCAGGTCTAGGGACTGGATACGTAGCTCTATC  
56701  CCTAAGTGGCGCGTTATGTGCACACTTACACTGCCCAAAGCTGAAAGCTGTTCATTAATTTAGGATGATT  
56771  CCAAGAACATAACCAGCCCAAGGATTGCTAAGATCTTGAAGACAAATTGCCAAGTGCAAATAACGGATTC  
56841  AGATCTTCTAACGTCTAATGTGGAACGGACAAATCTCTACCCTCTTTCTCATCCCTTGCCTTTCTATAAA  
56911  TGTTTCCCCGACTATCTGTCAATTGGAGGCAGATCTTCTGAGCAAAAAATGCCTTCTTGTTCTGTTTATG  
                                    A  D  L  L  S  K  K  C  L  L  V  L  F  M  
56981  CTCATTCCAGTCATCGTTTTCGATGTTGTAGTTCCAAAACCCTTCATTCTAATCCAAACGGGTCTCTCTT  
        L  I  P  V  I  V  F  D  V  V  V  P  K  P  F  I  L  I  Q  T  G  L  S   
57051  CACCTTCTGAAGTCGAAGCCGCATAGTAACCCACGCTCTAATTACTTGGGTTCTCCACTTATCTCTTAGA  
       S  P  S  E  V  E  A  A  *  
57121  CAAGAGCCCTGTACGCAGTGCTTTAAAGAAACGTGCCATTTACAGCAACAGCCGCTTTTATTTTTAACAA  
57191  CACTTTCGCAATGCTATGAAATTCAGTATAAACTTTATAAAAAATAAAAATTAGAATTAAAGGTGATGAA  
57261  TTAAACTTTTAAAGAATTTATTGCATCATTTTTCCTCTAATCTCCATAACTACAACAAAAAATGACAAGT  
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………………… 
157991 AGGCTCCTGTTCCTTACCCACTAGGGGTTATCCTCCTCTCCATCCATGTCTCTTCTTTTAAGGGTTAGAA  
158061 CTGCCCTTGTAAACATCGCCACAGCATTCCACTGCGCCCTGCCAGAGAGCATTATGCTTTGAAAGCGCTC  
158131 AGGAACCCATTGACCCACTCTTTCTTCCAGATCTCTTCTGATACGACCCCATCTTTCGCACTCAAAGAAT  
158201 GTGTGATGGGCGTCGTCTCTTATTCCTGAACAGTGGGGGCAATTTCCCACCGACCGCTTCCCTATCTTCC  










                          10        20        30        40        50        60        70              
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    1    MTSIKTEMPPLHAAEALASSSATDSGGGGAGGGGGGGGGGSGGPGAGGTGGVGSAPATPNATISAAADSS  
Tc ZLD      1    ----------------M...NSGVQQHYQPQLNTSPHHCKEC.LYLNSAESLEVHLQYHKENLLNKWATQ  
Rp ZLD      1    ----------------MEPVNS----------------CTDC.LVFDSSKSLDVHLSYHKENLLSKWG..  
 
                          80        90       100       110       120       130       140         
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    71   DNQPGTPQPTQQQQSTQQQLQQPQSQQQQQQAMGGGDPQQQQQQQQVTGITHQPYATHHMYSASGGQQQQ  
Tc ZLD      55   AATSHSEETNNNNPKAIKREFI.NNTIAAADSSDSMNKKSPDYSRTTPETIFGHPP.PQS.QSASSPY.N  
Rp ZLD      39   ATGG.AGTG--------------------SE.NNNVNVKKEKV.PDSSDFLFDFQQQ-QE.RHQQL.H.H  
 
                         150       160       170       180       190       200       210       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    141  QQQIYGGLYGGDMQQQQGYASSYINSYEQFYQQQQQQQQGTDYAFGTVGVDYGKSAGVRYHPYLQTPTSG  
Tc ZLD      125  HDNSAFSPNFQNF.LK.ERT..PNYPNNYPNFAES.FFPMDNQNQQYSQEFIH.APSY.....Q.-----  
Rp ZLD      88   ..---------------------------------------QQHQQQHQQQQMI.R.Y.F...G------  
 
                         220       230       240       250       260       270       280       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    211  LGGIPTASSAQEEAGSAPSAVSTTTAVAMSPRVVSSSSPTSTSSHLQLGSSSGQTPGSPGGAAGSAGCKL  
Tc ZLD      189  -----------------------------YD.SQ.NAQVS.S.PAYPPQPTPSPS.K-------------  
Rp ZLD      112  -----------------------------YE.Q....QVN------------------------------  
 
                         290       300       310       320       330       340       350       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    281  QCKKCGILTTNESELQEHIANVHGESPYGSSGYASSPYIKEEMPTPQPPGVGSATANPGELLDLDSQKMV  
Tc ZLD      218  ..D...YVCDSAAQ.I..QNLA.PPT.AYHPNHFL-------FNNDHQ.QIK.EEDAQS.I.....H.VH  
Rp ZLD      123  -.E...LSMD-A.Q.A..N.QM.P-----------------------------WEEPQA.I.....H.VH  
 
                         360       370       380       390       400       410       420       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    351  YHQQLLQQQQQQHDVVAGLPLGALPDPLHSMQSMQQRALHSWEQQPQQTVASVEGLPPYMQQGLGVGLGV  
Tc ZLD      281  QVYPEDEKR.NGDMNGPNPHSVTALLNTW.PPQQ..QQKMYQQ..Q------------------------  
Rp ZLD      163  VY.PPEE----------------------TPPWRYFKE--------------------------------  
 
                         430       440       450       460       470       480       490       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    421  GVDKSPYYSPKQSPYHQSTGVGGATLIKQEYGGHGLIKSEYPDSQHYVDKSFDPTAGGAGGAELCASVAT  
Tc ZLD      326  -------.MNGPQVM.NQEFM..N.VTTTSPQDQ.YRPF.HLPA.PSAPVITSTQV--------------  
Rp ZLD      178  ------------ENGNT.PEL..VSTTTNSG..ND.YSY.PSPQ.-------------------------  
 
                         500       510       520       530       540       550       560       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    491  SPAEFPSTTTGGPGQEGAAGAAPGGGYRGFEPPSSSSVLPANSLTAKAATWKSNEARRPKTYNCTACNKW  
Tc ZLD      375  ---------------------------------PTNPPQT.V.PVT.S.N....................  
Rp ZLD      211  ------------------------------------------KFLP...A..............S.....  
 
                         570       580       590       600       610       620       630       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    561  FTSSGHLKRHYNTTLHKNAVKSSGQPDPATLPISAHHHPARDPVTKPSRRGNAAAAAAAAAAAASASGQG  
Tc ZLD      413  .............................SM...........SAS-------------------------  
Rp ZLD      240  .....................Q..GL...SM.VAS....PQQ.PQ-------------------------  
 
                         640       650       660       670       680       690       700       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    631  QQQQPPIPPPPANVPPPEPPRSPPDYGGGGGLGVGAMGGAAMSQYSASPSPTQQQQHHLNHHQQQANGYA  
Tc ZLD      457  ----------------------------------------------------------------------  
Rp ZLD      284  ----------------------------------------------------------------------  
 
                         710       720       730       740       750       760       770       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    701  NGTANGYGYMQQQVQSTTNASPQHASNNNSNNQQQQQQQQQHHQQQMPQHHNSVLNGHPNGLAGPSAPHN  
Tc ZLD      457  --------------------------------NKEDANNSPGDEDTNSMPMPAPYDRP...E....PTSL  
Rp ZLD      284  --------------------------------....P....Q..EETTSSTTTWHQPQSV.----GPNSG  
 
                         780       790       800       810       820       830       840       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    771  NNTTQMPSSQMRGLLNETTTTPPPTTTTRAPQITTTATTTTTAATTVAIKSEQMEDSNHTHTHTHTHPNH  
Tc ZLD      496  D---------S....HGFNMG..QPHMMPL-----------------------------DSPQFQMY..G  
Rp ZLD      319  G---------QQSAPAALYAHH..PDVAPP-----------------------------PSAYFLSGYH.  
 
                         850       860       870       880       890       900       910       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
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DM A ZLD    841  SHSQDRSHSSSSSSSMATEEAEEQELRDQEQADDHLHQHQQASQQYLLSARHYHSSTPNTLSSSNTNPST  
Tc ZLD      528  .APHVTQPTAT.NI.ITG.FDDL.-----------------QDS.P.P.FAQF.RYGLL.SYGNANVGGG  
Rp ZLD      351  PNGEPPRRMLP.F.QLTGVSYDRD-----------------MAGG-----LED.REAVLEMHHQVQP.LQ  
 
                         920       930       940       950       960       970       980       
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    911  PSSNSPHTIYRQEQQGTDFSRTTPPPQPLPPMGMLPPMAMDYNMLALDMPMPMPTLMHSNMLQCSSTSTT  
Tc ZLD      581  GPATA.YCY.PDPFESAETRTLMYKTD-------------------------------------DDEYRL  
Rp ZLD      399  .QQQDLTS.SKHLLSTQLMPVYLH..P-------------------------------------VV.C.D  
 
                         990       1000      1010      1020      1030      1040      1050      
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    981  PLATTITTSMPDTMQPPQQQLVHHYQAVLHPLHQQLGEQHQRQEADHHQQQRELHQLDQQQQQQQALILA  
Tc ZLD      614  TVL.VADPAP.ED.A.QHE---------------------------------------------------  
Rp ZLD      432  T.LVGNEN.T.PPVFRN.N---------------------------------------------------  
 
                         1060      1070      1080      1090      1100      1110      1120      
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    1051 DSLPHSSSSPTSSSPPPTMPMPLTTITAPQLLPLQPPPPHITSTMPMPPTMHMPIMPPPPQCYQQLQPLD  
Tc ZLD      632  ----------.D.LALSAP.S.EKAHIKRDYEESTGS.QITSTVQVAK.GLYK-----------------  
Rp ZLD      450  ----------NT....TYS.------------AYD.ATAVVS..QEEATQV.K-----------------  
 
                         1130      1140      1150      1160      1170      1180      1190      
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    1121 PTMSYHTIIGSGPEAHTGTAGGGYSNQITTSDGQILQLMPTSLFAPYAPLSPYSVAAQRSPQEGDLPPVH  
Tc ZLD      675  ----------------------------------------------------------------------  
Rp ZLD      481  ----------------------------------------------------------------------  
 
                         1200      1210      1220      1230      1240      1250      1260      
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    1191 TLTTALHAHQQGGQQEAQTPTLTVLSTPYSPTVSSSRATPALEMDMATLMQHHQDYEMEQYQMQHQQLDQ  
Tc ZLD      675  ----------------------------------------------------------------------  
Rp ZLD      481  ----------------------------------------------------------------------  
 
                         1270      1280      1290      1300      1310      1320      1330      
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    1261 MQQHQQQLDHQQQQQILADQTQTMAQQPLAKKRRGGNATPSTTKRRRNSSVGSTSPHSTTLPSGRIKCLE  
Tc ZLD      675  -------------------------------------------------------------------.ID  
Rp ZLD      481  -------------------------------------------------------------------.ID  
 
                         1340      1350      1360      1370      1380      1390      1400      
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    1331 CDKEFTKNCYLTQHNKSFHSGEYPFRCQKCGKRFQSEDVYTTHLGRHRTQDKPHKCELCPKQFHHKTDLR  
Tc ZLD      679  ...T.N.A........T..C.DK..K.TR.....SN.ETHEE.ASK.AG-......DR.....N......  
Rp ZLD      485  ...T.N.A...........A.DK.YK.NR.....TQ.YLHLE..SK.AG-E......I.....N......  
 
                         1410      1420      1430      1440      1450      1460      1470      
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    1401 RHVEAIHTGLKQHMCDICEKGFCRKDHLRKHLETHNRPRVVGKKSAAAAAAAAAAAAVTATAGLGGAPAA  
Tc ZLD      748  ..-MCL...Q.PFV..T.G...I....ML..C...F.KTQNKNR--------------------------  
Rp ZLD      554  ..-MCL.S.D.PYA.HF.G...I....ML..S...RKKQNANH.--------------------------  
 
                         1480      1490      1500      1510      1520      1530      1540      
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    1471 GSIKAAFARSLTVTAVSSEPGAGVAIPSAPATATCAPVSVSASALVQAVNPSLTSGLSLKRHIDDVAVDD  
Tc ZLD      790  ---G------------------------------------------------------------------  
Rp ZLD      596  ---.DD.L..MV.QQADLLSKKCLLVLFMLIPVIVFD.V.PKPFILIQTGL.SP.EVEAA----------  
 
                         1550      1560      1570      1580      1590      1600      1610      
                 ....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....|....| 
DM A ZLD    1541 DSLLEEDEDEMEMEMEMDMLEEEDEEEEELGDHHMIIKSEYVQEEFQMIEKSIELY--------------  
Tc ZLD      791  ----------------------------------------------------------------------  






















se  expresa  tempranamente  en  el  desarrollo  embrionario  antes  de  la  formación  del 
blastodermo  de  forma  regular  en  toda  la  circunferencia  del  embrión  y  luego  su 
expresión decae considerablemente. 
Luego de la fertilización la proteína se acumula en los núcleos en el lado ventral del 
embrión  formando  un  gradiente  dorsoventral.  En  T.  castaneum,  a  diferencia  de  D. 
melanogaster, se acumula en la serosa y no hay rastros de la proteína en el rudimento 
germinal  y  tampoco  se  observa marcación  de  la  proteína  en  estadios  posteriores  del 
desarrollo  embrionario  como  tampoco  en  la  zona  de  crecimiento  donde  junto  con  la 
formación de segmentos el patrón dorsoventral aún continúa desarrollándose (Chen et 
al, 2000). 










migran  a  la  periferia,  este  ARN  se  liberaría  al  citoplasma  que  rodea  los  núcleos, 
intercalándose entre las células de vitelo (Fig.27 B y E). 
El transcripto se detecta en la periferia alrededor de los núcleos y no en el vitelo 
indicando  que  el  mensajero  se  encuentra  en  el  citoplasma.  Este  es  un  fenómeno 
aparentemente común para genes maternos ya que el mismo se ha observado también 
para  giant  (Lavore  et  al,  2012)  y  caudal  (N.  Esponda‐Beherens,  resultados  no 
publicados) 
No se ha observado  la  formación de ningún  tipo de gradiente. Esto es esperable, 
dado que el gradiente tanto en D. melanogaster como en T. castaneum es formado por el 
ingreso  de  la  proteína  al  núcleo  es  de  esperar  que  este  no  se  observe  con  sondas  de 
ARN.  Para  ello  sería  necesaria  la  realización  de  una  inmunohistoquimica  sobre  la 




























de  forma  regular  capaces  de  soportar  el  desarrollo  embrionario.  Sin  embargo  en  la 
mayoría  de  los  casos  esta  prueba  resultó  en  un  desarrollo  embrionario  anormal, 
mostrando  severos  defectos  en  el  patronamiento.  Salvo  algunas  excepciones  en  la 
mayoría  de  los  individuos  fue  imposible  reconocer  algún  tipo  de  estructura 
embrionaria. Aun así, se identificaron cuatro fenotipos distintos que serían efecto de los 
distin   d e  ntos gra os d penetra cia.  
De  los  123    huevos  disectados  sólo  el  3%  lograron  completar  su  desarrollo 
normalmente dando ninfas 1 completamente normales, el 45% formó masas de células 
pigmentadas  (Fig.28  A),  el  27%  mostró  formas  similares  a  las  observadas  en  los 
mutantes  nulos  para  dorsal  de  D.  melanogaster  (Fig.28  B),  pudiendo  tratarse  de 
embriones completamente dorsalizados aunque a diferencia de D. melanogaster no hay 
estructuras cuticulares que permitan inferir una dorsalización; en el 18% de los huevos 
el  desarrollo  se  detuvo  tempranamente  y  no  se  observó  la  presencia  de  tejidos 
embrionarios.  Sólo  en  un  7%  de  las  muestras  analizadas  la  cabeza  se  habría 
diferenciado  parcialmente,  mostrando  la  presencia  de  ocelos  y  apéndices 
indiferenciados  (Fig.  28  C),  sugiriendo  que  la  cabeza  podría  poseer  un  patrón  de 
e   mformación en parte independiente d  la for ación del eje D‐V (tabla 2) 
La  pérdida  de  función  de  dorsal  se  ha  estudiado  únicamente  en  dos  especies  de 







puesta n de huevos anembrionados células pigmentadas cabeza/apéndices cilíndrico wt deshidratados
1 3 3
2 3 1 1 1
3 9 1 2 3 3
4 13 2 4 3 4 2
5 22 8 9 2 3
6 73 8 40 3 22































o  desaparecen,  sugiriendo  la  pérdida  de  los  destinos  ventral  y  ventrolateral  en  el 
embrión  como  consecuencia  de  la  desaparición  de  dorsal.  En  R.  prolixus  el  embrión 










 Fig. 28  (A) Masa  de  células  pigmentadas.  (B)  Cilíndrico  (recuerda  al  fenotipo  nulo  de  dorsal  en D 














castaneum  posee  desarrollo  embrionario  de  banda  germinal  corta,  al  igual  que  R. 
prolixus. 
Se ha observado que en R. prolixus  el  transcripto de  toll  es de origen materno al 
menos  en  un  principio,  al  igual  que  ocurre  en  dípteros  (C.  albipunctata  y  D. 
melanogaster) y en coleópteros (T. castaneum).  
Esta  afirmación  se  deriva  de  la marcación  de  las  sondas  para  ARN  en  ovariolas 
durante la oogénesis temprana, donde el transcripto de toll se acumula en el trofario y 
en el  a  extremo  nterior del oocito en formación (Fig. 29). 
Una  vez  fecundado  el  oocito,  el  transcripto  materno  se  almacena  de  la  misma 
forma que se ha observado para dorsal,  formando cúmulos en la superficie, previo a la 
migra nción de los  úcleos a la periferia (Fig. 30 A). 
Avanzando  en  el  desarrollo  el mensajero muestra  una  distribución  ubicua  en  el 
citoplasma rodeando los núcleos para luego desaparecer completamente (Fig. 32 B). 
En D. melanogaster Toll es una proteína integral de membrana y se ha observado 
que  su  mensajero  (de  origen  materno)  se  encuentra  asociado  a  ribosomas  unidos  a 
membrana, de allí que ni el mensajero ni la proteína difunden, este hecho es importante 
en  el  establecimiento  y  mantenimiento  de  la  asimetría  espacial  en  el  embrión 
(Hashimoto et al 1991). 
El  producto  materno  de  toll  es  activado  en  un  patrón  dorsoventral  en  el 
blastodermo  sincicial  luego  de  la  fertilización  (Hashimoto  et  al,1988)  (Anderson  y 
Nüsellein‐Volhard,  1985)  la  asimetría  dorsoventral  se  establece  a  partir  de  la 
interacción  del  ligando  Spätzle  que  se  encuentra  en  el  espacio  perivitelino 
83 
 
desencadenando  una  cadena  de  reacción  que  llevará  a  la  inclusión  de  Dorsal  en  el 
núcleo con niveles máximos en la zona ventral (Gay y Keith,1991). 
En  contraste,  en  T.  castaneum  el  transcripto  de  toll  se  observa  en  niveles  apenas 
detectables  durante  la  oogénesis  temprana  y  luego  desaparece  completamente  de 
manera similar a  lo descripto aquí para R. prolixus, pero en el estadio de blastodermo 
temprano  se  acumula  en  un  patrón  restringido  formando  un  gradiente  dorsoventral, 
sugiriendo  que  a  la  expresión  materna  casi  indetectable  se  agrega  una  expresión 
zigótica,  dando  como  resultado  una  forma  distinta  de  establecimiento  del  patrón 
dorsoventral  posiblemente  por  sobrerregulación  del  receptor  por  el  ligando  de  toll 
































en  tres  experimentos  independientes.  Luego  de  ser  inyectados  los  insectos  fueron 
alimentados para inducir la oogénesis.  
La inyección de 0.5 µg resultó en la mortandad del 100% de los adultos. Dado que 
toll  es  un  integrante  crucial  en  la  cascada  de  señalización  que  lleva  a  la  respuesta 
inmune innata este resultado no fue inesperado (Medzhitov, 2001; Hoffman y Reichhart, 
1997; Lemaitre et al, 1996), por lo que se optó por inyectar una menor concentración de 
ARNdc y dejar en  recipientes estériles a  la hembras  inyectadas durante dos días para 
luego ser alimentadas induciendo la oogénesis. Dado el foco de esta tesis en el eje D‐V 
no se f pro undizó en este aspecto de la función de toll. 





Se  analizaron 19 puestas  con un  total de 332 huevos analizados de  los  cuales  el 
16% resultó en huevos más cortos de lo normal, al realizar la disección de estos huevos 
se  observó  que  el  desarrollo  embrionario  había  comenzado parcialmente  llegando  en 
algunos casos a formar bandas germinales, ninguno de estos huevos llegó a eclosionar 
(Fig. 31 C), el resto de los huevos mostraron una morfología normal, sin embargo sólo el 
1%  eclosionó.  Los  embriones  contenidos  en  estos  huevos  de  morfología  normal  si 
mostraron  distintos  grados  de  malformación,  en  general  en  estadios  tempranos  del 
desarrollo donde directamente no se formó el embrión o se formaron masas de células 
pigmentadas  sin  estructuras  reconocibles  (Fig.31  B).  Sólo  un  23%  de  los  huevos 
disectados alcanzó un estadio de desarrollo avanzado, pero en todos ellos se observó un 






puesta n de huevos anembrionados células pigmentadas avanzados cortos wt deshidratados
1 33 23 7 13 1 2
2 15 2 13
3 20 6 14 3
4 12 12
5 12 5 7 2
6 20 12 3 5
7 10 10
8 6 6
9 6 6 2
10 2 1
11 7 3 1
12 2 2 4
13 7 1 5 1
14 16 3 12 1
15 17 4 13
16 19 10 6 3
17 5 1 4
18 69 10 55 4 14
19 54 8 40 6 20
















en la  í hmayor a de los  uevos interferidos. 
No  es  extraña  la  alteración  del  patrón  de  segmentación  ya  que  disponemos  de 
evidencia de  la existencia de un diálogo cruzado entre  los ejes A‐P y D‐V  inclusive en 
vertebrados (De Robertis, 2008). En D. melanogaster se ha observado que los mutantes 
para  genes  maternos  que  establecen  el  eje  D‐V,  entre  ellos  toll  generan  cambios 
posicionales  en  la  expresión  anteroposterior  de  genes,  evidenciando  que  los 
componentes  regulatorios  del  sistema  anteroposterior  se  encuentran  normalmente 
organizados bajo la acción del sistema de polaridad dorsoventral (Carrol et. al., 1987). 
Efectos similares se han descripto en T. castaneum (Linch y Roth, 2011; Kotkamp et al, 
2010)  y  en A. melífera  (Wilson  y Dearden,  2011).  La  aparición  de  huevos más  cortos 
probablemente  tenga  que  ver  con  alguna  interacción  de  este  tipo,  sin  embargo  este 
fenotipo recuerda al fenotipo producto de la deslocalización del mensajero gürken en D. 
melanogaster provocando una reorientación del eje D‐V orientando la vía Toll‐dorsal en 





Fig.  31.  (A)  Embrión  producto  de  la  interferencia  para  el  transcripto  de  toll,  nótese  la 
malformación  de  apéndices  tanto  cefálicos  como  torácicos  y  la  alteración  del  patrón  de 
segmentación. (B) Masa de células pigmentadas. (C) Huevos más cortos, la flecha blanca marca el 






En D. melanogaster  la  expresión de dpp  es necesaria en niveles máximos para  la 
































embrión  temprano  y  en  la  inducción  del mesodermo  lateral.  El  dominio  de dpp  en  el 
blastodermo  abarca  las  membranas  extraembrionarias  y  regiones  más  laterales  que 
darán origen al ectodermo y neuroectodermo, en los discos imaginales que darán origen 
a  los apéndices se expresa en una  línea distal‐proximal que va desde el  lado dorsal al 
ventral. 
Esta  expresión  difiere  a  lo  observado  en  insectos  más  basales  en  donde  la 
expresión  de  dpp  pareciera  tener  un  rol  menos  global  en  el  patronamiento  D‐V.  En 
cuanto  a  la  formación  de  los  apéndices  la  expresión  de  dpp  también  es  diferente 
dándose en un patrón de bandas, tal vez esta diferencia se deba a que en el resto de los 
insectos  estudiados  los  apéndices  se  forman  directamente  a  partir  de  primordios 
embrionarios  y  no  a  partir  de  discos  imaginales,  la  formación  del  patrón  P‐D  en  D. 
melanogaster  sería  un  estado  derivado  en  relación  al  desarrollo  de  los  apéndices  a 
partir  de  los  discos  imaginales,  situación  que  se  evidencia  desde  la  secuencia  de dpp 




conservado  en  los  insectos  hemimetábolos,  sin  embargo  a  partir  de  los  estudios 








extremo posterior. (B) Vista  lateral de A, no se observan diferencias de expresión entre  lados dorsal  y 
ventral. (C) Vista dorsal de otro huevo donde se observa el comienzo de la gastrulación,  la flecha negra 
indica el margen de invaginación. (D) Banda germinal temprana en donde se observa expresión de dpp en 















de  banda  germinal  en  elongación  pero  severamente  afectado  en  el  patronamiento 
dorsoventral (Fig. 33 B), el 4% carecía de un patronamiento D‐V reconocible formando 
tiras  de  tejido  embrionario  indiferenciado(Fig.  33  C)  el  52%  formó  masas  de  tejido 
embrionario muy pigmentado en el extremo posterior del huevo, en algunos casos estas 
masas desarrollaron algún tipo de apéndice indiferenciado (Fig. 33 A y D), suponemos 
que  este  fenotipo  es  el  resultado de una  incapacidad del  primordio embrionario para 
invaginarse  y  formar  la  banda  germinal.  Normalmente  en  el  extremo  posterior  del 
huevo  las  células  se  condensan  para  invaginarse  y  formar  la  banda  germinal, 
aparentemente  en  estos  embriones  las  células  se  condensan  pero  no  pueden 
invaginarse  y  como  resultado  de  esto  los  procesos  embrionarios  posteriores  no  se 






no existen características  cuticulares que nos permitan diferenciar  los  lados ventral  y 
dorsal  por  lo  que  en  R.  prolixus  no  ha  sido  posible  determinar  ventralización  o 
dorsalización.  Éstos  resultados  se  condicen  con  lo  observado  en  O.  fasciatus,  sin 
embargo  difieren  de  lo  observado  en  D.  melanogaster  y  T.  castaneum.  En  D. 
melanogaster  la  pérdida  de  función  de  dpp  lleva  a  la  pérdida  de  la  amnioserosa  y  la 




en  los  estadios  de  desarrollo  más  avanzados  y  no  completan  el  cierre  dorsal,  en  los 
casos  con  mayor  penetrancia  mostraron  anormalidades  durante  los  estadios  
tempranos (Ober y Jockusch 2006). Esta divergencia en la aparente función de dpp en 






puesta  n de huevos anembrionados células pigmentadas cilíndrico banda germinal wt deshidratado
1 8 7 1
2 8 1 5 1
3 19 16 3
4 5 1 1 3
5 4 1 1 2
6 4 1 2 1
7 9 2 1 1
8 8 7 1
9 12 10 2






16 12 7 5
17 16 6 9 1
18 54 10 21 6 5 12


















germinal  en  elongación.  (C)  Cilíndrico,  tiras  de  tejido  embrionario  indiferenciado  que  recuerda  al 
fenotipo de mutantes negativos de D. melanogaster. (D) Posición de la masa de células pigmentadas con 














sus  patrones  de  expresión  y  la  modificación  de  los  patrones  espaciotemporales  de 
expresión a partir de cambios inducidos en la actividad génica por medio de la técnica 
de  ARNi,  con  el  fin  de  estudiar  los  procesos  que  llevan  a  la  formación  del  eje  D‐V  y 
entender  de  qué  manera  estas  redes  regulatorias  han  cambiado  en  respuesta  a  los 
difere mntes  odos de desarrollo y cómo se han modificado a lo largo de la evolución. 
Para  este  fin  fue  necesario  realizar  un  detallado  estudio  de  los  procesos 
morfogenéticos  que  llevan  a  la  formación  del  embrión.  Si  bien  dichos  procesos  se 




por  la  madre  en  el  oocito  antes  de  la  fecundación  por  lo  que  creemos  que  los 
movimientos  de  blastokinesis  que  ocurren  durante  el  desarrollo  embrionario  están 
relacionados con el establecimiento de los ejes. Sin embargo esta es sólo una hipótesis 
ya que actualmente no hay una explicación al porqué ocurren estos movimientos y cual 
es su  en el desarr ffin  ollo embrionario (Pan ilio et al, 2010). 





A  partir  de  las mismas  observamos que  si  bien  las  secuencias  de  estos  genes  se 
encuentran  parcialmente  conservadas  con  respecto  a  las  secuencias  homólogas  en D. 
melanogaster, las mismas poseen características que tienen que ver con la regulación de 







Una  comparación  de  los  patrones  de  expresión  de  cada  uno  de  los  genes  con  la 
expresión  en  otros  insectos  estudiados  se  muestra  en  la  tabla  5.  La  comparación  se 
 
Para  esta  tesis  se  han  desarrollado  protocolos  para  el  análisis  funcional  del 
genoma tales como hibridación in situ y ARNi parental para R. prolixus. A partir de estos 
experimentos  se  ha  observado  que  tanto  dorsal  como  toll  se  acumulan  como 
transcriptos maternos  en  el  oocito  en  forma  de  cúmulos  sobre  toda  la  superficie  del 
huevo. Cuando los núcleos migran a la periferia del huevo para formar el blastodermo el 
ARN se  liberaría al citoplasma rodeando  los núcleos e  intercalándose entre  las células 
de vitelo y desaparecen completamente al momento de la gastrulación. 








sistema autoregulado que  requiere  la  señal de  toll  para una apropiada orientación en 
relación  al  eje  A‐P  (Da  Fonseca  et  al  2008).  Se  ha  hipotetizado  que  este  sistema  de 
autorregulación  estaría  a  cargo  de  una  vía  de  señalización  de  BMP  (que  en  D. 








y  que  tendría  que  ver  con  el  origen  de  los  apéndices  en  insectos  de  banda  germinal 
corta, donde los mismos se forman a partir de primordios en las paredes del cuerpo y no 
a partir de discos imaginales. Sin embargo la función de dpp en cuanto al patronamiento 
D‐V  del  embrión  estaría  conservado  en  los  insectos  hemimetábolos  ya  que  estos 
result
habría limitado a  las escasas especies disponibles por lo que los resultados mostrados 
en la  c eri csec ión ant or cobran espe ial relevancia para futuros estudios evolutivos. 
En  cuanto  a  los  resultados  obtenidos  en  los  ensayos  de  ARNi,  como  todos  los 
experimentos  se  han  llevado  a  cabo  sobre  la  expresión  de  genes  de  acción  temprana 




Con  respecto  a  la  aparición  en  algunos  casos  de  ocelos,  algunas  estructuras 
cefálicas  y  apéndices  indiferenciados  podría  tener  que  ver  con  que  el  primordio 
embrionario, el conjunto de células que luego formará el resto del embrión se encuentra 
en  la posición que  formará posteriormente  la cabeza y como el establecimiento de  los 
ejes se da al mismo tiempo puede que parte de  la diferenciación de éstas células haya 
ocurrido a pesar del impedimento para establecer el eje D‐V y el desarrollo posterior se 
ve  totalmente  impedido  o  quizás  la  cabeza  posea  un  patrón  de  formación  en  parte 
independiente de la formación del eje D‐V.  
La alteración del patrón de segmentación en las interferencias de toll muestra un 






Se  ha  propuesto  un  modelo  en  el  cual  ante  la  ausencia  del  sistema  terminal  el 
oocito  temprano  en  el  ovario  de  D. melanogaster  adoptaría  una  forma  semicircular 
provocando la reorientación del eje D‐V (Fig. 34) (Roth y Schüpbach, 1994). Ante estas 
evidencias  y  sabiendo  que  no  existen  homólogos  a  gürken  fuera  de  los  dípteros más 
evolucionados,  podemos  plantear  que  estaría  toll  cumpliendo  alguna  función  en  el 







en el eje dorsoventral. Las flechas que  irradian desde el mensajero de gürken representan  la  inhibición 
del  sistema de  formación de patrón en el epitelio  folicular. Este patrón de  formación define el dominio 














A  partir  del  conjunto  de  evidencia  resultado  de  estudios  en  distintos  insectos 
pareciera  que  aún  cuando  los  genes  que  participan  en  el  establecimiento  del  eje  D‐V 





La  dinámica  de  los  genes  que  regulan  el  eje  D‐V  cambiaría  en  función  de  las 
diferentes  formas  de  desarrollo  temprano  y  conocer  de  qué  manera  se  regulan  los 
gradientes de formación proveerá un gran avance en la comprensión de cómo las redes 














eje  dorsoventral  tiene  un  rol  fundamental  en  la  respuesta  inmune  innata,  tanto  en 
invertebrados  como  vertebrados.  En  el  caso  particular  de  R.  prolixus  siendo  éste 
transmisor del mal de  chagas,  presente  en  todo Latinoamérica,  ahondar  en  este  tema 
podría resultar de gran interés para aplicaciones futuras en el control de esta plaga. 
Los insectos presentan una gran variabilidad producto de una rápida evolución lo 
que  los  constituye una  fuente  ideal  para  estudiar de que manera  las  redes  génicas  se 
modifican frente a diferentes necesidades, Es así que ha nacido un proyecto cuyo fin es 
el  secuenciamiento  de  al  menos  cinco  mil  genomas  de  insectos  y  artrópodos 
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P : 10 mg/ml e  n  dH20, alícuotas de 100µl a ‐20ºC. 
 
Mezcla  de  detergente  RIPA:  [150mM  NaCl,1%  NP‐40,  0,5%  deoxycolato  de  sodio, 
















Buffer Alcalino:  [100 mM TRIS pH 9,5  (PM=  21
en‐20] 
1 ,14)+ 100 mM NaCl    (PM= 58,44) + 
0,1% Twe
Para 50ml (agregar en orden y llevar a Vf con H20): 

















































































































a  montar el espe u tiempo ambiente  ntes de cimen. Si no se van a formar b rbujitas al  de 
preparar la muestra. 









Una  buena  tinción  y  una  buena  morfología  son  casi  mutuamente  excluyentes.  Las 
condiciones  de  hibridación  (duración,  pH,  Tº)  y  el  tratamiento  con  proteasas  deben 
balancearse  de  modo  tal  que  los  embriones  no  se  desintegren.  Para  facilitar  el 


















‐  importante:  durante  los  lavados  luego  de  la  hibridación,  rotar  los  embriones 
suavemente moviendo los tubos manualmente de tiempo en tiempo, no agitar en 


























Si  la  tinción es  insuficiente, es probable que sea necesario agregar este paso entre 
los pasos 5 y 6 de la hibridación 
1.­ incubar 5’ en 1ml PBTw + 1µl de proteinasa K [10mg/ml]1. (Tºamb=25ºC). Agitar 
los ejar  los  embriones  precipitar  por  1’.  Detener  inmediatamente 
pro
  tubos    x  4’,  d
cediendo con el siguiente paso.  
2.­ R R con PBTw 












‐  cuando están bajos  los mRNAs que normalmente son abundantes,  el  tratamiento 


























‐  hacer  el  pasaje  del  EtOH  al  histoclear  en  pequeños  pasos:  usar  histoclear 
premezclado en EtOH 10%, 20%, 50%, 100%. 
‐ montaje: primero dispersar  los embriones en el porta,  luego agregar el medio de 
montaje  a  los  lados,  rodeándolos.  Mezclar  y  distribuí  suavemente  inclinando  el 
porta. 
 
* Histomount  (National  Diagnostics,  equivalente  a  Histoclear) vs. Permount  (Fisher 
cientific): en Permount los embriones son un poco menos transparentes, pero la óptica S
de Normarski es mucho mejor. 
 
* Sondas de DNA: hacer la hibridación y prehibridación a 48⁰C, hervir y enfriar la sonda 
antes de agregar a los embriones. Usar pH mayor para el Hybe (hasta 7). 
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